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RESUMO

A Amazodnia, detentora da maior fauna e flora do mundo apresenta riqueza inigualavel de
diversidade bioldgica, entretanto, manter intacta essa megadiversidade requer conhecimentos
cientificos e tecnoldgicos. Nesse contexto, situa-se uma importante ferramenta biotecnoldgica que é a
biorremediacdo de ambientes impactados por hidrocarbonetos de petroleo e derivados. No presente
trabalho realizou-se estudo de amostras das comunidades microbianas de fungos e bactérias
associadas as macrofitas aquaticas Eichornia crassipes (Mart.) Solms, Ichnanthus calvescens Doll e
Cyperus ligularis L. Essas plantas hospedeiras comuns nas aguas do rio Negro foram coletadas em
ambientes contaminados por petréleo e derivados na Estacdo Hidroviaria de Manaus. Das espécies
vegetais selecionadas foram isoladas 155 linhagens de bactérias, sendo 97 epifiticas e 58 endofiticas
e 54 cepas de fungos, sendo 30 epifiticos e 24 endofiticos. Foram empregados meio seletivo para
isolamento dos microrganismos tal como meio liquido BH (Bushhnell Haas) acrescido de petroleo. O
petroleo e o diesel utilizados foram provenientes da Base Petrolifera de Urucu, Amazonas. Os
ensaios de biodegradabilidade foram realizados em meio seletivo (BH), com a adicdo de petréleo
como fonte de carbono denominado Meio |. Este ensaio foi repetido com a adicdo ao meio | do
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), denominado meio Il. Apds a avaliacdo dos
isolados microbianos foram selecionados 6 bactérias e 7 fungos. A identificacdo molecular das
bactérias foi realizada por meio da regido do DNA ribossomal 16S e revelou a presenca de Bacillus
pumilus (Endofitica/epifitica), Lysinibacillus fusiformes (Epifitica), Pseudomonas aeruginosa (Epifitica)
e Acinetobacter junii (Epifitica/epifitica). A identificacdo molecular dos fungos foi realizada por meio da
regido TS1 e ITS2 e revelou a presenca das seguintes espécies: Curvularia trifolii (epifitica),
Curvularia clavata (endofitica/epifitica), Gibberella intermedia (epifitica/endofitica), Phoma herbarum
(epifitica) e Dothideomycetes sp (epifitica). Estes microrganismos foram selecionados para
composicdo do consoércio microbianos que foram utilizados em ensaios de biodegradacdo de
hidrocarbonetos. A mensuracéo das atividades de biodegradacé@o de petrdleo e diesel foi estimada
por cromatografia e espectrometria de massa. Nos ensaios utilizou-se dgua do rio Negro com o
objetivo de aproximar a pesquisa ao ambiente de estudo. A degradacdo dos hidrocarbonetos pelos
consécios de fungos e bactérias apresentaram médias significativas (98,7-100%), mas nao
apresentaram diferengas estatisticas entre a degradagéo do controle contendo 4gua do rio Negro
(97,3%). No experimento com o consoércio misto (F/B), houve diferengas significativas, pois embora o
controle contendo &gua do rio Negro tenha promovido degradacdo do diesel pela microbiota
selvagem (81,7%), esta degradacé@o foi inferior e diferente estatisticamente do consorcio misto
(97,5%). Foram realizadas andlises de degradacdo dos compostos naftaleno e fenantreno do 6leo
diesel pelos consércios Observou-se que o composto fenantreno foi o que melhor foi degradado pelo
consércio misto (F/B). Entretanto, o naftaleno foi melhor degradado pelo controle contendo somente
agua do rio Negro, destacando o potencial dos microrganismos selvagens que merecem atencao nas
futuras pesquisas, no isolamento destes em &guas do rio Negro. O indice de toxicidade dos extratos
microbianos foram avaliados como toxicidade moderada para o consorcio misto (F/B), j4 para o
consorcio de fungos e consorcios de bactérias ndo apresentou toxicidade. No planejamento
experimental com os consércios, os resultados obtidos demonstraram que consorcios mistos (F/B)
apresentaramm potencial para uso em futuros processos de biorremediagéo.

Palavras-chave: diversidade microbiana, biodegradacdo, consércio  microbiano,
biodiversidade Amazdnica.



ABSTRACT

The Amazon, which owns the largest fauna and flora in the world presents unparalleled wealth
of biological diversity, however, keep intact this megadiversity requires scientific and technological
knowledge. In this context, there is an important biotechnological tool that is the bioremediation of
impacted environments with petroleum hydrocarbons and derivatives. In the present study samples of
microbial communities of fungi and bacteria associated with aquatic macrophytes Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms, Ichnanthus calvescens Ddll and Cyperus ligularis L., were researched. These
host plants common at Rio Negro were collected in contaminated environments by oil and oil products
at Waterway Station from Manaus. From the species selected, 155 bacterial strains were isolated,
being 97 epiphytic and 58 endophytic, and 54 fungi strains, being 30 epiphytic and 24 endophytic.
Selective media were used for isolation of microorganisms such as BH liquid medium (Bushhnell
Haas) plus oil. The oil and diesel used are from the Base Oil Urucu, Amazonas. The biodegradability
tests were performed on selective medium (BH), with the addition of oil as the carbon source known
as Medium | This test was repeated with the addition to the medium | the redox indicator 2,6-
dichlorophenol indophenol (DCPIP), called medium Il. After the evaluationof microbial isolates were
selected 6 bacteria and 7 fungi. Molecular identification of bacteria was performed by the 16S
ribosomal DNA region and revealed the presence of Bacillus pumilus (endophytic / epiphytic),
Lysinibacillus fusiform (epiphytic), Pseudomonas aeruginosa (epiphytic) and Acinetobacter junii
(epiphytic/epiphytic). For molecular identification of fungi was performed by the ITS1 and ITS2 region
and revealed the presence of Curvularia trifolii (epiphytic), Curvularia clavata (endophytic / epiphytic),
Gibberella intermedia (epiphytic/endophytic), Phoma herbarum (epiphytic) and Dothideomycetes sp
(epiphytic). These microorganisms were selected for composition of microbial consortium that were
used for hydrocarbon biodegradation tests. The measurement of biodegradation of oil and diesel
activities was estimated by chromatography and mass spectrometry. In tests we used water of Rio
Negro with the aim of approaching research the environment that are being studied. Degradation of
hydrocarbons by consortia of fungi and bacteria had significant average values (98.7 to 100%), but
did not show any statistical difference between the degradation of the control containing water of the
Rio Negro (97.3%). In the experiment with the mixed consortium (FB), there were significant
differences, because although the control containing water of the Rio Negro has promoted
degradation of diesel by wild microbiota (81.7%), this degradation was lower and statistically different
from the mixed consortium (97,5%). Analysis were carried out for degradation of the compounds
naphthalene and phenanthrene of diesel by consortia . It was observed that phenanthrene was the
best that has been degraded by the mixed consortium (F / B), however the naphthalene was better
degraded by the control containing only water from the Rio Negro, highlighting the potential of wild
microorganisms that deserve attention in future research, the isolation of these ones in waters from
Rio Negro. In the experimental design with the consortia, the results showed that mixed consortia (FB)
have potential for use in future bioremediation.

Keywords: microbial diversity, biodegradation, microbial consortium, Amazon biodiversity.
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INTRODUCAO

A Amazobnia detentora da maior fauna e flora do mundo apresenta inigualavel
diversidade biologica. Entretanto, manter intacta essa megadiversidade requer
conhecimentos cientificos e tecnoldgicos como alternativa para a manutencéo e
preservacdo da floresta e de todo o ecossistema. Nesse contexto, toda a
comunidade enfrenta varios desafios, sendo necessarios investimentos efetivos que
possam assegurar o real desenvolvimento para a regido. Essas condi¢cbes sao hoje
possiveis, gracas a revolucao, cientifico-tecnolédgica, que a partir dos anos 1970
valorizou duplamente a natureza amazonica como capital natural e como condicéo
de sobrevivéncia do planeta, além de criar possibilidades de lidar com esse
fantastico patriménio com novas formas de producédo (BECKER, 2012).

Diante do paradigma entre desenvolvimento sustentavel, meio ambiente, e
industrializacdo, o meio ambiente vem sofrendo com constantes degradacdes
provenientes de derramamentos de petroleo e seus derivados. Desse modo, o tema
tem despertado atencdo especial por parte dos pesquisadores e cientistas devido ao
grande impacto causado tanto em solos como também nas aguas, demandando
varias pesquisas destinadas a pratica do tratamento biol6gico destes ambientes.

O interesse em utilizar a estratégia da atenuacdo natural monitorada como
técnica de tratamento de solos e aguas contaminadas com hidrocarbonetos de
petroleo é crescente. As técnicas relacionadas a biorremediacdo sdo consideradas
de baixo custo em comparacdo com o de processos convencionais (SHARMA,
2012). A biorremediacdo € uma opcao que oferece a possibilidade de eliminar ou
transformar diversos contaminantes em compostos menos prejudiciais usando a
atividade biolégica dos microrganismos que possuem capacidade de decompor

poluentes, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos do petréleo.
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Na area de biorremediacdo estdo sendo realizados diversos trabalhos na
regido Amazbnica com a preocupacdo em prevenir e amenizar possiveis danos
ambientais causados por derramamentos de petréleo na regido, dentre eles destaca-
se a pesquisa desenvolvida por Batista (2009) com o isolamento de bactérias de
macrofitas aquéticas da Amazbdnia com o objetivo de producdo de consorcio
bacteriano para degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo. A referida autora
destaca que encontrou isolados bactérianos promissores para a formacdo de um
consorcio capaz de degradacao dos compostos do petrdleo. Seguindo esse enfoque
Elias et al., (2009) trabalhando com fungos, demonstrou resultados positivos,
destacando o potencial biodegradador desses microrganismos.

Diante do exposto e objetivando ampliar conhecimentos e tecnologias, optou-
se em unificar estas importantes pesquisas apresentadas para nossa regido. Os
microrganismos, epifiticos e endofiticos, foram isolados a partir de macrofitas
aquaticas, coletadas em area contaminada por residuos de petrdleo na regido
Amazonica. A escolha desses hospedeiros vegetais para a realizacdo desta
pesquisa se deve aos frequentes registros na literatura da presenca dessas plantas
em ambientes contaminados e poluidos. Analisou-se a existéncia de microrganismos
associados com as referidas macrofitas que pudessem estar relacionados com
processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo. Verificou-se ainda a
acao ex situ de consorcios com bactérias, consércios com fungos e consorcio misto
composto por fungos e bactérias para biorremediacdo de ambientes contaminados
por petréleo.

Assim, esta pesquisa teve como objetivo a producéo de indculo microbiano,
obtido de macrofitas aquaticas na Amazobnia, com potencial de degradacédo de
hidrocarbonetos de petréleo e derivados. A compreensdo do poder de acdo de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos possibilitara ampliar este
potencial em escala industrial, tornando possivel encontrar alternativas viaveis para

a descontaminacéo, em especial de ambientes aquaticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Qualidade ambiental e qualidade de vida

O ser humano ao longo dos séculos vem sistematicamente, consumindo 0s
recursos naturais, entretanto, nos ultimos 50 anos, com a explosao demografica que
assolou o planeta, o consumo dos recursos naturais disponiveis na natureza vem se
intensificando e o seu impacto no ambiente é cada vez mais evidente (GUIMARAES,
2005). A dicotomia entre consumo, sustentabilidade e qualidade de vida €, sem
duvida, um dos principais desafios do século XXI. Trazer ao consumismo um nivel
de racionalidade que o torne sustentavel e capaz de frear o seu déficit ecoldgico é
sem duvida, tarefa ardua (SANTOS, 2003).

Alguns autores conceituam e destacam a importancia da qualidade ambiental
essencialmente vinculada a qualidade de vida e sua percepc¢ao influenciada por
fatores culturais, geograficos e histéricos da sociedade humana (GUIMARAES,
2005).

Para Nahas (2003), qualidade de vida € a condicdo humana resultante de um
conjunto de parametros individuais e socioambientais, modificaveis ou ndo, que
caracterizam as condi¢cdes em que vive o ser humano. Dias (1992), destaca que o
meio ambiente deve ser considerado em sua totalidade, agregando qualidade
ambiental com qualidade de vida, e devem atingir todas as questdes ambientais do
ponto de vista local, regional, nacional e internacional, analisando suas causas,
consequéncias e complexidade.

A sociedade hoje demonstra uma maior preocupacdo quanto ao meio
ambiente. H& indmeros mecanismos legais que visam assegurar a protecao
ambiental, mas infelizmente esses mecanismos por si s6 ndo sdo capazes de

acabar com a degradacdo desenfreada dos recursos naturais (ABBAS, 2003). Para
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proteger o meio ambiente €& necessério que o desenvolvimento seja de forma
sustentavel, proporcionando qualidade de vida, e que o manejo dos recursos
naturais seja feito com responsabilidade e consciéncia. Além do correto manejo, 0s
residuos gerados pelas atividades antropogénicas devem ser tratados e dispostos
adequadamente. Quando isso ndo acontece € necessario entdo reparar os danos
ambientais com rapidez de modo adequado e integral, com a prerrogativa de
compatibilizar técnicas eficientes e economicamente viaveis (GUIMARAES, 2005).
Esta é uma questédo dificil de conciliar, pois 0os processos de reparacdo ambiental
estdo associados a longos periodos e a altos custos (SILVEIRA e
SPAREMBERGER, 2004).

A preocupacgédo com a qualidade ambiental teve real inicio em 1981, com a Lei
Federal n° 6.938, que instituiu a Politica Nacional do Meio Ambiente, seguida pela
Constituicdo Federal de 1988, a qual passou a assegurar constitucionalmente a
preservacao ambiental para um ambiente saudavel para todos. A auséncia de uma
visao critica do comportamento humano enquanto sociedade e individuo que busque
uma maior consciéncia de cidadania e de senso de coletividade gera um
comportamento limitado, Unico e inquestionavel, prejudicando uma reflexdo mais
profunda sobre nosso comportamento (GUIMARAES, 2005). Estamos diante,
portanto, de uma crise paradigmatica, onde nossos habitos de vida e de consumo, o
nosso estilo de vida, impedem uma maior reflexdo sobre o futuro que desejamos
para 0s nossos descendentes. E necessario, que rompamos com esta estrutura de
paradigmas e passamos a pensar de uma forma coletiva e racional para que nao
cheguemos a inviabilidade da sobrevivéncia dos seres humanos no planeta
(LOUREIRO, 2006).

Assim, considerando que a qualidade de vida esta diretamente relacionada a
gualidade dos diferentes ambientes, o interesse pela biotecnologia ambiental tem
crescido consideravelmente. Um de seus potenciais usos vem ser a remediacao de
ambientes contaminados por petroleo. Diante dos desafios, a biotecnologia
apresenta-se como aliada a favor dessa relacdo no que tange qualidade de vida e

gualidade ambiental.
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2.2 Petroleo e sociedade

A sociedade ao longo do tempo vem utilizando intensamente 0S recursos
naturais, explorando-os e transformando-os em produtos de interesse para varios
setores, e o0 petroleo e seus derivados destacam-se, pois estdo presentes em larga
escala em praticamente todas as atividades humanas. O petréleo assume assim
significativa importancia dentro da atual configuragdo de nossa sociedade, sendo
utilizado desde sua forma bruta até as mais refinadas (ROSENBERG & RON 1996).

Nos grandes centros urbanos os lancamentos de esgotos domésticos e
industriais em corpos hidricos merecem destaque dentre as diversas fontes de
hidrocarbonetos. Volumes consideraveis de petréleo e derivados sédo introduzidos
constantemente no ambiente pelas descargas dos efluentes industriais e acidentes
envolvendo derrames de 6leo (READMAN et al., 2002). Os gases provenientes da
exaustao veicular e de outros processos de combustdo sdo comuns nos grandes
centros urbanos, sendo fontes importantes de compostos organicos, em especial de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (STOUT et al., 2001). Os derrames
acidentais dos grandes petroleiros chamam atencdo face ao potencial agudo de
contaminacao.

A atividade de transporte de petroleo e derivados tem grande potencial
poluidor, principalmente devido ao grande volume em operacdo. O transporte de
petroleo pode causar descargas de portes variaveis, desde as maiores
proporcionadas por acidentes com petrdleo até as relativamente pequenas, mas
frequentemente por descargas operacionais. Mundialmente, esse transporte lanca
no ambiente cerca de 100.000 toneladas de hidrocarbonetos por ano. Comparando
a outras fontes de hidrocarbonetos, apenas as fontes antropogénicas sao
responsaveis por cinquenta por cento do total de hidrocarbonetos lancados
anualmente no meio ambiente (WALKER, 2003).



26

2.3 Caracterizacao fisico-quimica do petréleo

2.3.1 Composicao do Petroleo

Do latim petra (pedra) e oleum (6leo), o petréleo no estado liquido € uma
substancia oleosa, inflamével, menos densa que a agua, com cheiro caracteristico e
cor variando entre o negro e o castanho-claro (THOMAS, 2004).

O petrdleo € uma mistura de hidrocarbonetos parafinicos, nafénicos e
aromaticos em proporc¢des variaveis, contendo impurezas, denominadas impurezas
olefinicas, como os compostos de enxofre, nitrogénio, oxigénio e metais, estdo ainda
associados ao petroleo: gas natural, sedimentos (areia) e agua salgada (SILVA,
2005).

O petréleo ndo € uma substancia uniforme e suas caracteristicas variam de
acordo com o campo produtor, até em um mesmo campo, podendo estar dissolvidos
em sua massa liquida gases, solidos e suspensdes coloidais. Em decorréncia disto,
as propriedades fisicas do petroleo podem variar bastante, podendo-se ter Oleos
muito fluidos e claros, com grandes proporc¢des de destilados leves, e 6leos viscosos
e escuros, com grandes propor¢coes de destilados pesados. Apesar destas
diferencas em suas caracteristicas fisicas, sua composicdo elementar varia muito
pouco porgue o 6leo cru é composto por séries homologas de hidrocarbonetos e as
diferencas fisicas sdo decorrentes da quantidade relativa de cada série homologa e
dos componentes individuais. A faixa de variacdo da composicao elementar do 6leo

bruto € bem estreita, como mostra a Tabela 1 (VALLE, 2007).

Tabela 1: Composicao elementar média do 6leo cru

Elemento % em Peso
Carbono 83 a 87
Hidrogénio 11a14
Enxofre 0,06 a8
Nitrogénio Basico 0,11a1,7
Oxigénio 0,1aZ2
Metais Até 0,3

Fonte: Valle, (2007)

Os principais constituintes do petrdleo sdo os hidrocarbonetos, podendo

chegar a mais de 90% de sua composicdo. Os outros elementos presentes
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aparecem sob a forma de compostos organicos, 0os quais em alguns casos formam
complexos organometalicos, podendo ocorrer metais. Além disto, podem aparecer
sais de acidos organicos, o enxofre pode ainda estar presente na forma inorganica
como H,S. Os constituintes do petréleo podem ser divididos em duas grandes
classes: Hidrocarbonetos e N&o-hidrocarbonetos (compostos organicos sulfurados,
oxigenados, nitrogenados e organometalicos) (MILLANI et al., 2000).

Os hidrocarbonetos s&o compostos organicos formados por carbono e
hidrogénio. De acordo com sua estrutura s&o classificados em saturados,
insaturados e aroméaticos. Os hidrocarbonetos saturados, também denominados de
alcanos ou parafinas sdo aqueles cujos atomos de carbono sdo unidos somente por
ligacBes simples, constituindo cadeias lineares, ramificadas ou ciclicas, interligadas
ou ndo. Os hidrocarbonetos insaturados, também denominados de olefinas,
apresentam pelo menos uma dupla ou tripla ligacdo carbono-carbono, enquanto os
hidrocarbonetos aromaticos, também chamados de arenos, apresentam pelo menos
um anel bezénico na sua estrutura (MILLANI et al., 2000). Os hidrocarbonetos
presentes no 6leo cru sao de diferentes tipos, ocorrendo desde compostos com 1 a
80 atomos de carbono, todos pertencentes a series homologas de hidrocarbonetos
(VALLE, 2007).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAsS) sdo uma extensa série de
compostos de ocorréncia ubiqua, isto €, estdo presentes em todos os ambientes
terrestres e marinhos, constituindo uma importante classe dos compostos organicos
extensamente investigados na literatura cientifica ndo apenas pela sua abundancia,
mas também face ao seu potencial toxico aos organismos dos ecossistemas
naturais (NEFF, 1979).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo uma familia de
moléculas constituidas unicamente de carbono e hidrogénio, com estrutura de 2 ou
mais anéis condensados, cada anel com 5 ou 6 atomos de carbono (HPAs
parentais) e podem apresentar ramificacfes constituidas de cadeias hidrocarbénicas
alifaticas, sendo denominados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos alquilados.

As propriedades quimicas dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS)
sdo dependentes do numero de anéis aromaticos e da configuracdo da molécula.
Geralmente, o aumento no tamanho e na angulacdo da molécula resulta no aumento
da hidrofobicidade e estabilidade eletroquimica (OLIVEIRA e MANFIO, 2006).
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Na Tabela 2 observa-se a relagédo existente entre a massa molar e as
propriedades fisico-quimicas dessa classe de compostos, assim hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs) com maior massa molar apresentam um maior valor
de coeficiente de particdo octanol/dgua, que é uma medida da lipofilicidade de um
composto, e é definido como a razdo da concentracdo do composto, no equilibrio,
apos a dissolucdo em um sistema de duas fases, formadas por 4gua e octanol
(PERIN, 2010).

Em relagéo a presséo de vapor ela também diminui com o aumento da massa
molar, e a consequéncia disso € que hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
com 2 ou 3 anéis tendem a concentrar-se na fase gasosa do ar, aqueles com 4
anéis distribuem-se entre as fases do ar e os compostos com 5 ou mais anéis

concentram-se principalmente no material particulado atmosférico (COSTA, 2001).

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas dos HPAs

HPA N° de PM PF PE

anéis (g.mol™) (°C) (°C)

Naftaleno 2 128 80 218
Acenaftileno 3 150 92 265
Acenafteno 3 154 96 279
Fluoreno 3 166 16 293
Fenantreno 3 178 101 340
Antraceno 3 178 216 340
Fluoranteno 4 202 11 375
Pireno 4 202 149 360
Benzo [a]antraceno 4 228 158 400
Criseno 4 228 255 448
Benz[b]fluoranteno 5 252 165 480
Benz[k]fluoranteno 5 252 217 480
Benz[a]pireno 5 252 179 496
Indeno [1,2,3-cd]pireno 6 278 163 536
Dibenzo[a, hlantraceno 5 278 262 524
Benzo[g,h,i]perileno 6 268 222 545

Fonte: Adaptado de Latimer e Zheng (2003); Oliveira e Manfio (2006).
Nota: NUmero de anéis; PM peso molecular (g.mol™); S, solubilidade em agua (mg.L™); PV, pressdo
de vapor (Pa=Pascal); PF (Ponto de Fuséo); PE (Ponto de Ebulicdo).

Devido a possibilidade da fusdo de um namero variavel de anéis e das varias

posicdes em que estes anéis podem se ligar entre si, a IUPAC, Uni&o Internacional



29

de Quimica Pura e Aplicada, tem reconhecido atualmente mais de 100
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sendo que somente 16 deles séo
considerados poluentes prioritarios em funcdo das informacdes fisico-quimicas,
toxicoldgicas, ambientais e industriais existentes (PERIN, 2010).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) listou 16
HPAs como poluentes prioritarios para remediacdo nos diferentes tipos de
ambientes (sedimento, agua, solo e biota), que estdo dispostos na Figura 1 tendo
em vista que seu carater lipofilico permite que esses compostos sejam facilmente
adsorvidos ao sedimento, 0 que propicia a sua permanéncia no ambiente por um
longo periodo. S&o eles: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a) pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno
e benzo(g,h,i)perileno. Esses compostos apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos e

peso molecular (PM) variando entre 128 e 278 g/mol.

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno
Benz[ajantraceno Criseno Benzo[blfluoranteno  Benzo[kJfluoranteno
lF |]
“ [| J I Yy 1
T Oy D
Benzo[a]pireno Indeno[123cdpireno Dibenz[ah]antraceno Benzo[ghi]perileno

Figura 1: Estrutura e nomenclatura dos 16 HPA parentais prioritdrios em estudos ambientais de
acordo com a Agéncia de Protecdo Americana (USEPA), sendo os mais frequentemente reportados
pela literatura (SCHIRMER et al., 1998)
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McElroy e colaboradores (1989) destacam que a solubilidade dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) na agua € baixa (a solubilidade do
naftaleno é 31mg L™) e diminui com o aumento de sua massa molar (até 4 ordens de
magnitude entre os compostos de 2 a 6 anéis). Por apresentar solubilidade limitada
na agua e natureza hidrofébica, a concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) dissolvidos na agua (associados & matéria orgéanica dissolvida
presente na agua) é muito baixa. Devido a estas caracteristicas, os hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs) tendem a se adsorver em material organico natural
sélido disponivel na agua (presentes nas particulas ou coloides em suspenséao) e
subsequentemente depositado nos sedimentos de rios, lagos e aguas marinhas.

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) podem passar por
transformacOes através de mecanismos fisicos, quimicos e biolégicos. Quando
presentes na superficie da agua ou durante o processo de sedimentacdo, podem ser
foto-oxidados dentro da zona fética ou biodegradados por fungos e bactérias, essa
degradacéao biologica, no entanto, depende de fatores tais como disponibilidade de
nutrientes, existéncia de substratos alternativos, concentracdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e concentracdo dos microrganismos. Depende
também do niumero de anéis na estrutura, quanto menor o numero de anéis, maior a
taxa de degradacdo do composto. Portanto, com o acréscimo da massa molecular
dos compostos a resisténcia a degradacdo aumenta (CERNIGLIA, 1997). Estéo
sujeitos também a evaporacdo, com perdas seletivas dos compostos de baixa
massa molar (abaixo de 150 unidades de massa atdmica) e baixo ponto de ebulicdo
(abaixo de aproximadamente 175°C) (STOUT et al., 2001).

2.4 Petrdleo e poluicao hidrica

O mundo atual estd cada vez mais dependente do petrdleo e de seus
derivados para a manutencdo de sua atividade industrial. Durante a exploracéo, o
refino, o transporte e as operacdes de armazenamento do petroleo e/ou de seus
derivados podem vir a ocorrer derramamentos acidentais ocasionando a
contaminacdo de solos, rios e mares. Tais ocorréncias vém motivando,
principalmente, a realizacdo de pesquisas relacionadas com a remediacéo de sitios
contaminados (AISLABIE et al., 2004; MARIN et al., 2006).
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O que se tem notado, nas duas Ultimas décadas, € que a poluicdo causada
por petrdleo e seus derivados tem sido um dos principais problemas ao meio
ambiente. Quando ocorre o derramamento de gasolina em solos, uma das principais
preocupacdes é a contaminacdo das aguas subterraneas, que também podem
contaminar, especialmente, os aquiferos que sdo usados como fontes de
abastecimento de 4gua para o consumo humano (CUSTANCE et al., 1992).

O comeércio internacional de petréleo baseia-se essencialmente no transporte
maritimo, que vem se expandindo bastante pelo aumento tanto da frota de
petroleiros como do tamanho destes. Isto significa que tanto a probabilidade como
as consequéncias de um acidente também aumentaram enormemente. A
experiéncia dos grandes acidentes de derramamento de 6leo mostrou a importancia
dos danos causados ao meio ambiente, prejudicando a vida marinha, a pesca e o
turismo. Os mares e 0s oceanos sdo uma fonte abundante de recursos biologicos e
naturais, comparaveis ou até mesmo superiores as florestas tropicais, essenciais
para determinar o clima da Terra. S&o responsaveis pela constante reciclagem de
produtos quimicos, nutrientes e &agua e apresenta-se como uma fonte
importantissima de alimentos e emprego, além de constituirem vias naturais de
comunicacao, transporte e comércio (CARDOSO, 2007).

A maior parte do 6leo que chega aos oceanos € proveniente de eventos
menos agudos, como descargas rotineiras de navios, poluicdo atmosférica e Oleo
lubrificante descartado em aguas. Entretanto, sdo os derramamentos provenientes
de dutos e navios que recebem maior apelo para seu combate, dado a grande
visibilidade e pelas consequéncias tragicas que a poluicdo aguda pode provocar
sobre os ecossistemas atingidos (SOUZA FILHO, 2006).

Na tentativa de estimar a contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo e
derivados, numerosos indices geoquimicos tém sido propostos a partir das
concentragcfes dos diferentes compostos aromaticos e saturados. Estudos visando
determinar valores maximos e minimos de concentracdes de hidrocarbonetos em
sedimentos, sdo realizados em diversas partes do mundo, objetivando a criacdo de
parametros referenciais para os estudos de avaliacdo do comprometimento
ambiental dos ecossistemas marinhos (MAI et al., 2002),

Grischenko et al., (2000) destacam os acontecimentos recentes ocorridos no
Brasil, que incluem a liberacdo de petroleo bruto e 6leo combustivel em terra e

ecossistemas costeiros, relacionados aos incidentes ocorridos na Baia da



32

Guanabara (Rio de Janeiro), nos rios Barigui e lguassu (Parand) e no canal de Séo
Sebastido (Sao Paulo), que resultaram em danos aos ecossistemas atingidos. Na
Baia da Guanabara foram liberados cerca de 1300 m® de 6leo MF-380 como
consequéncia do rompimento de um oleoduto em refinaria da Petrobras. O episddio
ocorrido no Parana consistiu da liberacdo de 4.000 m® de petréleo bruto (41° API),
também pelo rompimento de um oleoduto da Petrobrds. O derrame ocorrido no
canal de S&o0 Sebastido consistiu da liberacéo de cerca de 86 m* de petréleo bruto
devido a colisdo de um navio petroleiro com o cais do terminal da Petrobras. Além
desses trés episddios citados, o naufragio da plataforma de petréleo P-36, da
Petrobras — ocorrido em marco de 2001 — também ocasionou derramamento de
0leo, s6 que diferentemente dos outros episédios relatados, como a plataforma
encontrava-se em alto-mar e também pela acdo de resposta da empresa, nao foram
observados danos aparentes a areas ambientalmente sensiveis ou de intensa
utilizacdo humana.

A maior parte do petroleo brasileiro € extraida de plataformas de producao
instaladas no mar, em sua maioria, na Bacia de Campos. Além disso, parte do
petroleo utilizado no pais € transportada por via maritima, principalmente para o
abastecimento de refinarias localizadas em areas distantes das zonas produtoras de
petroleo, as quais recebem O6leos nacionais e/ou importados, para comporem
‘blends” (misturas de O6leos brutos) adequados aos seus processos de refino.
Conclui-se que as rotas de navegacao e os terminais de carga e descarga de Oleo
sdo 0s ambientes de maior risco para a introducéo aguda de poluentes advindos da
industria do petréleo, decorrentes do transporte de 6leo bruto, combustiveis e
lubrificantes. Outras vias de introducdo néo tdo aparentes, mas também danosas,
consistem de operacfes de lavagem de tanques de embarcacdes e da descarga de
agua de lastro contaminada por 6leo, dentre outras operacdes irregulares, ja que se
trata de episddios bastante frequentes em que quantidades relativamente pequenas
de 6leo sao descartadas de forma inadequada e acabam por poluir o0 meio ambiente
de forma crénica (SOUZA FILHO, 2006).

Segundo informacBes da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (Brasil) (2012) no final de 2011, as reservas totais de petréleo do
Brasil foram contabilizadas em 30,1 bilhées de barris, um acréscimo de 5,7% frente
a 2010. Ja as reservas provadas aumentaram 5,6% e atingiram a marca de 15

bilhbes de barris, volume que representou 50% das reservas totais. Das reservas
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provadas, 93,9% se localizavam em mar, com destaque para o Rio de Janeiro — que
deteve 85,9% das reservas provadas offshore e 80,7% do total, conforme mostra a

figura 2.

Espirito Santo - 8,9%

Rio de Janeiro - 80,7%

SaoPaulo - 2,5% Ceara - 0,4%

Bahia - 2,2%
Amazonas - 0,7%

-“ Volume de reservas provadas:
15,050 bilhdes de barris

Outros' - 0,3%

\Sergipe - 1,8% Rio Grande do Norte - 2,5%

Figura 2: Distribuicdo percentual das reservas provadas de petrdleo, segundo unidades da
Federacdo — 31/12/2011.
Fonte: ANP/SDP, 2012.

De acordo com a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (Brasil) (2012) em 2011 o Brasil ocupou a 142 posicédo no ranking
mundial de paises com as maiores reservas provadas de petroleo. Sdo Paulo foi 0
estado que registrou 0 maior crescimento em 2011, sua producéao offshore subiu
164,9%, para 14 milhdes de barris, seguido do Espirito Santo, com 47,1% e uma
producédo de 110,7 milhdes de barris em mar. Em terra, novamente o Rio Grande do
Norte foi o estado que mais produziu: 18,6 milhdes de barris, apdés um aumento de
4,1% em relacdo a 2010. Em 2011, foram produzidas no Brasil 54 correntes de
petroleo com densidade média de 24,36 graus API e teor de enxofre de 0,54% em
peso. A relacéo reserva/producédo (R/P) de petrdleo passou de 18,5 anos em 2002
para 19,6 anos em 2012, crescendo a uma taxa média de 0,7% ao ano no periodo.

De acordo com a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (Brasil) (2012), no ano de 2005 a producdo nacional de petréleo
(terra e mar) no Brasil chegou a 94.796.734 m®ano, sendo que 2,41% desta
producdo provém da Regido Amazonica. O potencial de petréleo e gas natural da

regido Amazonica é muito significativo. Atualmente, a producdo de petréleo no
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estado foi de 2.285.586 m*/ano de 6leo de excelente qualidade e 3.567.205 (x 10°)
m®ano de gés natural. Segundo estimativas, a meta é de produzir 45.000 bbl de
6leo e 6 milhdes de m® de gas natural na Bacia do Solimdes. Atualmente, a regido
Amazénica detém a segunda reserva de gas natural do Brasil, com 90.109 m?
perdendo apenas para a Bacia de Campos (RJ), com cerca de 300.109 m®.

Por ser a segunda maior produtora terrestre de petréleo do Brasil, a regido
amazonica, como a varzea dos rios Urucu e Amazonas (rota de transporte do
petréleo Coari-Manaus), estdo em constate risco de acidentes ambientais. Os
estudos que avaliam os danos causados a vegetacdo e animais Sao escassos,
sendo que um derramamento de petroleo teria consequéncias catastroficas ao papel
ecologico fundamental das espécies que participam da reciclagem de carbono e
nutrientes da varzea. Caso essas plantas sofram agressdao por meio do
derramamento de petréleo, uma série de efeitos diretos e indiretos pode modificar
todo o ecossistema do local (LOPES et al., 2005).

As regibes com atividades petroliferas na Amazbnia sdo a planicie de
inundacdo (varzea) dos rios Urucu e Amazonas. As varzeas sdo as regides mais
densamente povoadas da Amazodnia, pois seus solos possuem quantidade de
nutrientes maior que a de terra firme, o que permite a agricultura (JUNK, 2000).
Recentemente, essas areas tém sido expostas a atividades antropicas, como a
extracdo e o transporte de substancias potencialmente toxicas, a exemplo do
petroleo extraido de Urucu (Coari, AM).

Os poucos estudos realizados com a utilizacdo de petréleo de Urucu mostram
a alta toxicidade deste sobre as plantas aquaticas (LOPES et al., 2005) e sobre
peixes amazO6nicos, nos quais a ingestao do petroleo, ou mesmo a parte sollvel em
agua, provocou danos respiratérios (VAL; ALMEIDA-VAL, 1999).

No Amazonas, alguns eventos de derramamento de petréleo aconteceram e
foram de grande impacto. Deve-se novamente ressaltar que eventos em pequena
escala sédo importantes, mas que muitas das vezes ndo sdo notificados. Em 2013,
uma balsa tombou e causou o vazamento de 6leo no rio Negro, nas proximidades do
Porto do S&o Raimundo, na Zona Oeste de Manaus. O acidente causou vazamento
de aproximadamente 60 mil litros do 6leo no local (HENRIQUES, 2013).

Em 27 de outubro de 1979, o petroleiro Gunvor MAERSK se incendiou e

derramou 12.000 t de 6leo combustivel no rio Amazonas (Marinha do Brasil).
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Nas regides urbanas, as ruas, os igarapés que cortam a cidade e as aguas
subterraneas, sdo afetadas pelos pequenos vazamentos frequentes que acontecem
de 6leos combustiveis. Estes pequenos derramamentos s&o negligenciados, mas
sdo de grande importancia, pois afetam diretamente a salde humana,
principalmente quando estes compostos nocivos se diluem nas 4guas subterréneas,
gue por sua vez, serdo consumidos com a agua dos pocgos artesianos. lgarapés sao
também o destino de muitos dejetos humanos e residuos solidos.

Além dos impactos diretos do derramamento de petroleo sobre o ambiente
natural e recursos naturais (a agua, o solo, os animais e plantas), a liberacdo de
componentes constituintes do petréleo pode atingir grandes escalas e permanecer
por tempos prolongados. Um exemplo € a liberac@o de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPA) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - isdmeros: orto-, meta-
e para-xileno (BTEX) que sdo extremamente perigosos.

Diante desse cenario com uma crescente producdo de petréleo no Brasil, 0
ecossistema passa a ser mais vulneravel devido aos grandes derrames de petroleo
e derivados. Assim, o comportamento de 6leos derramados nos mais diversos
ecossistemas, e principalmente no mar, depende da composicdo quimica do
petroleo, e também, da atuacdo de processos como evaporacao, dispersao,
emulsificacdo, dissolucdo, biodegradacédo, oxidacdo e das interacdes entre Oleo,
sedimentos e agua. A combinacdo destes processos € conhecida como
intemperismo, o qual reduz a concentracdo de diferentes grupos de compostos,
modificando as caracteristicas quimicas e fisicas do petréleo (SOUZA e TRIGUIS,
2005).

Os processos de intemperismos, que atuam sobre um 6leo derramado no
mar, podem ocorrer simultaneamente, mas a diferentes velocidades. A velocidade e
a extensdo desses processos dependem das propriedades fisicas e quimicas do
Oleo original e de condi¢cdes ambientais como: temperatura, velocidade e direcéo
dos ventos e das correntes marinhas. A evaporacdo € a responsavel pelas
mudancas mais importantes ocorridas no 6leo durante um derrame. Nos ambientes
tropicais, as temperaturas elevadas fazem com que a perda por evaporacdo dos
componentes volateis do petréleo seja mais rapida, diminuindo seus efeitos toxicos
sobre a microflora local (SOUZA FILHO, 2006).

Os compostos saturados, predominantes na maioria dos 6leos, sdo 0s mais

suscetiveis a evaporacédo, biodegradacdo e a dispersdo. Os compostos aromaticos
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de baixo peso molecular sdo parcialmente sollveis em agua, mas evaporam
rapidamente apds um derrame. Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS)
de elevado peso molecular ndo apresentam o mesmo comportamento, sendo
considerados toxicos aos organismos aquaticos, em funcdo do seu potencial
carcinogénico e neurotdxico (SOUZA e TRIGUIS, 2005).

Segundo Mariano (2006), cerca de 24h apds o derramamento de petréleo, a
agua e o 6leo formam uma emulsdo que tem como principais consequéncias a
reducdo da quantidade de luz solar disponivel, devido a formacado de um filme de
Oleo. Tal fato reduz a taxa de fotossintese, prejudicando o fitoplancto. A toxicidade
de certas fracdes do petréleo (tolueno, xileno, benzeno e os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos) pode provocar a morte de certos organismos (moluscos,
peixes e crustaceos) dependendo do tipo de Oleo e da quantidade presente no meio
aquatico.

Outras consequéncias observadas 24h apds o derramamento sdo a aderéncia
do Oleo sobre os corpos dos animais, mamiferos, peixes, passaros, crustaceos,
causando prejuizo a saude ou até mesmo a morte. A porcado de petréleo que se
deposita no fundo do mar forma um sedimento prejudicando 0s organismos
aquaticos, principalmente a fauna béntica, que € particularmente suscetivel, bem
como os ovos dos peixes depositados nesses tais locais (BENTO et al., 2005).

Segundo Delille (1998), as principais consequéncias a nivel ambiental e
socioeconémico dos vazamentos de 6leo em sistemas aquaticos sao a reducao dos
nutrientes essenciais (nitratos e fosfatos) por decompositores que utilizam o 0leo
como fonte de carbono; a reducédo da oxigenacao devido ao processo biologico de
degradacdo do Oleo e ao aumento da biomassa microbiana; aumento dos
microrganismos heterotroficos em relagéo aos autotroficos, visto que os uUltimos néo
resistem a escassez de luminosidade, de oxigénio e de nutrientes e acabam
morrendo; o desaparecimento dos peixes nas zonas atingidas, suspendendo a
pesca; a mortandade de moluscos devido a ingestdo de grande quantidade de
substancias toxicas, os tornando improprios para consumo e prejudicando sua
comercializacdo; o prejuizo turistico quando as praias séo atingidas; o cheiro intenso
do Oleo que provoca mal-estar na populacdo e 0 prejuizo para as companhias

petroliferas.
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Burns et al., (2000) destacam que as consequéncias ocorrem tanto a nivel
ambiental como sAcio-econdmico ou seja, configura-se um quadro de externalidades
ambientais imprevisiveis.

Segundo Gogou et al.,, (2000), quando ocorrem acidentes ambientais
envolvendo aporte de 6leo e/ou derivados em ambientes marinhos, muitos sdo 0s
tipos de problemas sentidos pela fauna e flora e, consequentemente, pela
comunidade humana que vive nas proximidades das areas atingidas pelos
poluentes.

Os frequentes derramamentos de petréleo e seus derivados registrados em
solos brasileiros vém motivando o desenvolvimento de novas técnicas que visam,
principalmente, a descontaminacdo dessas matrizes. Diante disso, diversas
técnicas, fisicas, quimicas e biolégicas, vém sendo desenvolvidas para a remocgao
ou a degradacao in-situ ou ex-situ de petroleo derramado e para a reducéao de seus
efeitos sobre o0 ecossistema, especialmente os toxicos. Dentre as técnicas
desenvolvidas, a “biorremediacao” vem se destacando como uma alternativa viavel e
promissora para o tratamento de solos e aguas contaminadas por petroleo e seus
derivados (BENTO et al., 2005).

2.5 Biotecnologia e biorremediacao

O interesse industrial na biotecnologia e o reconhecimento de sua importancia
por todos os paises industrializados possibilitam modificacdes no tratamento de
efluentes e torna emergente a necessidade de novas tecnologias. Sendo assim, o
maior estimulo para o estudo do crescimento de microrganismos na presenca de
hidrocarbonetos, consiste na possivel utilizacdo destes organismos no tratamento da
poluicdo do meio ambiente por compostos oleosos (CARVALHO et al., 2005).

Com o grande avanco tecnoldgico dos ultimos anos, baseado na evolucao
das metodologias de biologia molecular aplicada ao estudo do meio ambiente, foi
possivel verificar que o conhecimento acerca da biodiversidade existente no planeta
€ praticamente insignificante. Sabe-se atualmente que apenas uma pequena parcela
dos microrganismos presentes no meio ambiente (<10% em solos e <1% em
ambientes aquaticos) pode ser cultivada em laboratério por técnicas padrées de
cultivo (OLIVEIRA; MANFIO, 2006; COUTINHO et al., 2001).
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Essas técnicas tornaram possivel a caracterizacdo de comunidades
microbianas mistas em determinados ecossistemas, revelando os grupos atuantes,
muitos destes até entdo desconhecidos (CUNHA et al., 2008). Vérias técnicas vém
sendo desenvolvidas, dentre elas a metagenémica que vem ser a analise genémica
da comunidade de microrganismos de um determinado ambiente por técnicas
independentes de cultivo e contém muito mais informacdo genética do que aquela
verificada na diversidade microbiana cultivada. Essa andlise pode permitir 0 acesso
a 100% do material genético de toda biodiversidade encontrada no ambiente
(OLIVEIRA; MANFIO, 2008).

Umas das técnicas que se destaca nesse cenario € a cromatografia e
espectrometria de massas (CG/MS) ferramenta muito utilizada para identificar
centenas de componentes em misturas organicas ou bioquimicas complexas. O
espectro de massas usado como detector na cromatografia acoplada a
espectrometria de massas (CG/MS) faz a caracterizacdo dos compostos organicos
através dos fragmentos i6nicos produzidos pelo bombardeio das moléculas na fase
vapor com um feixe de elétrons de energia. Este modo de ionizacdo é denominado
impacto eletrénico, cuja energia de bombardeamento pode variar de 12 a 100 eV.
Imediatamente apoOs a ionizacdo da amostra, as moléculas ou os seus fragmentos
ionizados entram no setor de analise do espectrometro de massas, onde seréo
separados de acordo com a razdo massa/carga (m/z). A velocidade de varredura é
grande o suficiente para permitir a obtencdo de diversos espectros de massas por
pico eluido no cromatografo (COLLINS et al., 2006).

Wang e Fingas (1997) utilizaram a técnica de cromatografia e espectrometria
de massas (CG/MS) para identificar e quantificar hidrocarbonetos em amostras de
O0leo bruto, de Oleo biodegradavel, amostras ambientais de derramamento de
petroleo em diferentes concentracdes, composicdo e natureza. Os compostos
analisados incluem alcanos normais, isoprendides, benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos (BTEX), alquil benzeno, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e os
seus homoélogos alquilados, e biomarcadores triterpanos e esteranos. Os autores
relatam que a técnica de cromatografia acoplada a espectrometria de massas
(CG/MS), é a mais apropriada para estudo de intemperismo, acompanhada das
mudancas da composicdo quimica do Oleo derramado. Aplicada também a

identificagdo da fonte de petroleo, para um conhecimento detalhado da composicéo,
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uma vez que cada tipo de O6leo apresenta uma distribuicdo diferente de
componentes.

A biorremediagdo pode ser considerada como uma nova tecnologia para
tratar locais contaminados mediante o uso de agentes biol6gicos capazes de
modificar ou decompor poluentes alvos. Estratégias de biorremediacdo incluem: a
utilizacdo de microrganismos autdctones, sem qualquer interferéncia de tecnologias
ativas de remediacdo (biorremediacdo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes
estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a
inoculacdo de consoércios microbianos enriquecidos (bioaumento) (MARIANO et al.,
2007). O beneficio desses processos é a mineralizacdo do poluente, isto &, a
transformacdo em gas carbbnico, 4gua e biomassa. Este processo teve inicio em
1988, quando cientistas comecaram a utilizar microorganismos para limpar
poluentes e lixos toxicos (TORTORA, et al., 2008). A partir dai varios estudos tém
sido conduzidos na tentativa de decompor os diversos tipos de poluentes.

Diante do exposto, a biorremediacdo tem sido um processo de crescente
pesquisa, pois tem como vantagem oferecer maior seguranga e menores danos ao
meio ambiente, além de ser uma ferramenta eficiente e de baixo custo. O Brasil vem
intensificando estudos na éarea de biorremediacdo de solos, rios e mares,
objetivando reduzir alguns impactos ambientais resultantes de derramamentos
acidentais de 6leo (ABBAS, 2003; SANTOS, et al., 2007).

A verificacdo da ocorréncia de biorremediacédo natural exige a caracterizacao
da geologia, hidrologia e ecologia microbiana local. Para a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos € essencial uma reacéo de oxi-reducdo, em que o hidrocarboneto é
oxidado (doador de elétron) e um aceptor de elétron é reduzido. Existem diferentes
compostos que podem agir como aceptores de elétrons, entre eles o oxigénio (O3), 0
nitrato (NOs), os Oxidos de Fe (lll), o sulfato (SO4?). Assim, mediante o
acompanhamento da evolucdo espacial e temporal da concentracdo desses
indicadores geoquimicos presente na agua subterranea € possivel verificar como
estd ocorrendo a biorremediacdo natural de um local contaminado. Além dos
aceptores de elétrons, outras variaveis podem ser relacionadas a processos
biolégicos, como o pH e o potencial redox (CHEON et al., 2004; KAO e WANG,
2000; ROLING e VERSEVEL, 2002). Outro ponto a ser considerado na execucgao de

7

tratamentos bioldégicos € a necessidade de testes laboratoriais prévios para se
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determinar o potencial microbiolégico em degradar determinado poluente em um
local especifico (MARIANO, 2006).

A capacidade em degradar hidrocarbonetos do petrdleo é realizada por
diversos microrganismos, principalmente fungos e bactérias (RODRIGUES e DIAS-
FILHO, 1996). Os microrganismos podem ser encontrados praticamente em todos 0s
lugares no nosso planeta, eles contribuem enormemente para a manutencdo do
equilibrio entre os seres vivos e 0s compostos quimicos do nosso ambiente
(TORTORA, et al., 2008).

O numero de microrganismos e a diversidade de espécies sdo fatores
primordiais para a eficacia do tratamento por biorremediacdo da area impactada.
Sabe-se que quanto maior for a versatilidade enzimatica e o numero de células
metabolicamente ativas, maior sera a eficiéncia da degradagédo do contaminante. A
diversidade microbiana do solo ainda € pouco conhecida, no entanto alguns géneros
de bactérias e fungos apresentam destaque no que concerne a biorremediacdo de
compostos xenobidticos, principalmente aqueles derivados de combustiveis fosseis
(ROLING et al., 2003).

Desde a década de 1950, vém sendo isoladas bactérias degradadoras destes
compostos, pertencentes principalmente aos géneros Pseudomonas, Aeromonas,
Beijerinckia, = Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas,
Mycobacterium, Stenotrophomonas, Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium,
Gordonia entre outros (JACQUES, et al., 2007; MUTNURI, 2005) e varios fungos dos
géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium, Candida penicillium, Pleorotus,
Trametes, Aspergillus, Bjerkandera, Chrysosporium, entre outros. No entanto, nos
tltimos anos, tem sido dada atencdo a obtencdo de consorcios microbianos, que
comparativamente as culturas puras, apresentaram-se mais efetivos na degradacéo
destes compostos. Estes consorcios apresentam maior capacidade de utilizacdo de
um grande numero de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) como fonte de
carbono e, principalmente, podem mineralizar completamente estes compostos,
devido a complementariedade metabdlica entre os membros do consorcio, em que
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) seriam transformados em gas
carbbnico e agua através da acdo de mais de um microrgansimos (JACQUES,
2005).

Richard & Vogel (1999), estudando um consoércio bacteriano degradador de

Oleo diesel no solo, verificaram que, dos setes membros deste consércio, quatro nao
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utilizavam diretamente o 6leo como fonte de carbono e energia. Entretanto, a
presenca destes aumentava a producdo de gas carbdnico pelo consumo
intermediario produzido pelos demais membros.

Em geral, a composicdo quimica dos contaminantes é heterogénea e
altamente complexa. Dessa forma € improvavel a existéncia de um Unico
microrganismo, que naturalmente, seja capaz de decompor todas as substancias
guimicas presentes. Por isso, em processos de biorremediacdo € comum o emprego
de consorcios microbianos para obter um melhor resultado final (GHAZALI et al.,
2004).

Hamme, Sigh & Ward (2003), mencionam que 0S microrganismos com a
capacidade de utilizar petréleo e seus derivados como fontes de carbono e energia
sdo chamados de hidrocarbonoclasticos. Essa populacdo microbiana possui em seu
material genético, os genes especificos para a produgéo das enzimas que atuam no
processo de biodegradacéo.

E possivel encontrar essas espécies em ambientes sem histérico de
contaminacdo. Nesse caso, a sua deteccao pode ser dificultada pela predominancia
de outras populacdes mais adaptadas ao ambiente natural. Contudo, em casos de
contaminacdo pode haver a selecdo e aumento das populagcdes tolerantes e com
potencial para a degradacdo ao contaminante (OLLIVIER & MAGOT, 2005).
Entretanto, € importante ressaltar que o aumento da populacdo com potencial
degradador s6 ocorre se 0 solo apresentar condicdes favoraveis. Semple e
colaboradores (2001), destacam que a biorremediacdo de solos pode ser afetada
por diferentes fatores como a concentracao de oxigénio dissolvido, pH, temperatura,
presenca de metabdlitos toxicos, potencial de oxi-reducdo, disponibilidade de
nutrientes e umidade. Moreira & Siqueira (2006) citam como exemplo, que em
alguns casos, o solo pode conter um grande teor de matéria organica que se
encontra humificada e, portanto, ndo disponivel para o consumo imediato, essa
caracteristica permite que as fontes de carbono sejam lancadas paulatinamente no
solo funcionando como um mecanismo de controle da dinamica populacional.

Alexander (1999) destaca que no ambiente natural, residuos de plantas e
animais mortos séo fontes de carbono disponiveis para a pronta assimilacdo pelos
microrganismos autoctones. Em contrapartida, em situacdes de contaminacdo o
xenobidtico pode interagir com a matriz do solo e tornar-se indisponivel para a

biodegradacdo. Além da fonte de carbono, outros elementos nutricionais sao
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limitantes para o desenvolvimento dos microrganismos, em especial fontes de
nitrogénio e fésforo, cujas concentracdes devem ser convenientemente ajustadas.
Esses elementos sdo fundamentais para as fungdes vitais dos microrganismos como
na sintese de material genético (RNA e DNA) e proteinas, e para a geracdo de
energia (ATP) (ROGERS et al., 1993).

A presenca de oxigénio, que atua como doador de elétrons estimula o
metabolismo aerobico, permitindo a geracdo de maior quantidade de energia para as
células. No entanto, na sua auséncia outros compostos podem substitui-lo como, por
exemplo, NO*, SO42, Mn** e Fe*®, estabelecendo uma condicdo de anaerobiose
(MADIGAN et al., 2004).

Condicbes aerbbias sao necessarias para que ocorra a biodegradacdo
relativamente rapida de hidrocarbonetos de petréleo, uma vez que a degradacao
anaerobia destes compostos ja foi demonstrada como sendo extremamente lenta
(BANERJI et al., 1995). O oxigénio é utilizado pelos microrganismos nao s6 como
aceptor final de elétrons na respiracdo aerobia, mas também como substrato nas
reacdes biodegradativas catalisadas pela enzima oxigenase. Isto inclui o
rompimento dos anéis, a hidroxilacdo dos compostos aromaticos e a oxidacdo dos
compostos alifaticos (PROVIDENTI et al., 1993). A adequada aeracdo do sistema
solo/contaminante é, portanto, essencial ao processo de biodegradacao aerobia.

A presenca de agua e sua disponibilidade, assim como os nutrientes também
sdo fundamentais, ja que estdo diretamente relacionadas a homeostase e ao
transporte de nutrientes através da membrana celular. Com excecdo dos periodos
de chuva ou irrigacdo, os solos contém quantidades de agua insuficientes para
suportar o pleno funcionamento do metabolismo microbiano, pois normalmente a
agua é drenada até atingir o lencol freatico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Reduzidos teores de umidade afetam negativamente o metabolismo
microbiano, a movimentacdo dos microrganismos nos diferentes sistemas, assim
como o transporte dos nutrientes através destes. Durante o0 processo de
biorremediacao de solos contaminados o teor de umidade deve ser mantido entre 50
a 80% da capacidade de retencdo do solo para que taxas 6timas de degradacéo
sejam obtidas (DEUEL & HOLLLDAY, 1997). Por outro lado, teores excessivos de
umidade limitam o transporte de oxigénio no solo (PROVIDENTI et al., 1993).

A temperatura tem profundo efeito ndo sé nas caracteristicas fisicas

(solubilidade, sorgéo, viscosidade, volatilizagdo) dos contaminantes presentes no
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solo, mas também no metabolismo microbiano (PROVIDENTI et al., 1993; BANERJI
et al., 1995). Em temperaturas baixas, hidrocarbonetos liquidos se transformam em
parafinas soélidas, hidrocarbonetos solGveis precipitam e ocorre uma queda
consideravel na solubilidade destes. Estas caracteristicas fisicas alteradas podem
interferir significativamente na disponibilizagdo destes contaminantes para o0s
microrganismos responsaveis pela biodegradacdo, afetando assim as taxas de
degradacado dos mesmos. Na camada superior do solo, onde se concentra 0 maior
namero de microrganismos, praticamente a temperatura ndo varia, estando proxima
da temperatura ambiente do local. Por isso, 0S microrganismos Sao
predominantemente mesofilos (MADIGAN et al., 2004).

D’Esposito (1999), relata que a concentragédo do ion hidrogénio no solo é
outro parametro de relevancia que deve ser considerado. Em geral, em solos acidos
predominam fungos, enquanto que em solos neutros predominam bactérias, o pH
também afeta o potencial de oxi-reducdo, que pode ainda ser influenciado pela
temperatura, pressdo e compostos presentes. A coexisténcia de microrganismos
aerobios, facultativos e anaerébios na mesma amostra de solo indica que pode
haver micro nichos proximos com diferentes valores (BANERJI et al., 1995).

Providenti et al., (1993), destaca que a atividade microbiana é fortemente
dependente do pH do meio, da mesma forma, a solubilidade dos contaminantes e a
possibilidade de sorcdo deste em diferentes matrizes como o solo podem variar em
funcao do pH.

Moreira e Siqueira (2006) descrevem que as rotas metabodlicas da
degradacdo dependem de um conjunto de fatores determinados pela estrutura
guimica funcional do composto, da capacidade do microrganismo em promover a
degradacédo e do ambiente, como tipo de solo, local alcancado pelo composto, que
pode ser de dificil acesso pelo microrganismo, bem como as condi¢cdes desse
ambiente para o organismo envolvido. Os estudos pioneiros em biorremediacao
visavam principalmente a degradacdo de matéria organica, muito comum em
residuos domésticos destinados a lixdes e aterros sanitarios (BRITO, 2005). Mais
recentemente, estudos envolvendo biorremediacdo de compostos quimicos de
composicao variada e elevado potencial de toxidez também apresentam grandes
avancos (GAYLARDE et al, 2005). Desta forma, diante da crescente geracao de
residuos por induastrias, sistemas agricolas, acidentes diversos com diferentes

poluentes, como por exemplo, 6leos e derivados de petrdleo, existe uma grande
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preocupacdo com o meio ambiente, levando a busca de maiores conhecimentos

sobre a degradacao de tais compostos.

2.5.1 Processos de biodegradacdo do petroleo e seus derivados por bactérias e

fungos

A biodegradacéo do petréleo envolve todos os fenbmenos de quebra de seus
componentes para componentes de menor peso molecular ou mais polares. A
biodegradacéo completa dos hidrocarbonetos resulta como membros finais o dioxido
de carbono e a agua. A biodegradacdo do petrdleo por populacbes naturais de
microrganismos representa um dos mecanismos primarios pelo qual os compostos
poluentes séo eliminados do meio ambiente. Alguns compostos do petroleo séo
facilmente evaporados ou biodegradados, enquanto outros persistem recalcitrantes
na natureza (ATLAS, 1977; LEAHY & COLWELL, 1990). Baird, (2002), definiu a
biorremediacdo como “o uso de microrganismos vivos para degradar ou eliminar
residuos ambientais”.

Zobell (1946) um dos pioneiros da pesquisa com microrganismos demonstrou
a capacidade de certos microrganismos utilizarem hidrocarbonetos como fonte de
carbono. Mostrou que esses microrganismos eram amplamente distribuidos na
natureza e que a utlizacdo de hidrocarbonetos era altamente variavel de acordo
com a hatureza quimica do composto na mistura do petrdleo e com as condicbes
ambientais.

Rodrigues (1984) e Baird (2002) destacam que 0S microrganismos
necessitam de condicdes ambientais de crescimento, por sua vez, a velocidade e a
extensdo com que os componentes do petroleo sdo degradados dependem da
existéncia de pelo menos quatro fatores principais:

I. Umidade, para facilitar as reacoes;

II.  Oxigénio, para rapida oxidacdo dos hidrocarbonetos e outros compostos do
petroleo. Sob condicbes anaerdbicas a biodegradacdo € mais lenta e
normalmente efetuada por bactérias sulfato-redutoras;

lll. Contato Oleo-agua, devido a relativa insolubilidade do 6leo na agua. Esse

contato controla a velocidade de oxidagao e da degradacéo;
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IV. Presenca de nutrientes (fosfatos, sulfatos, nitratos) para o desenvolvimento
microbiano.
Como a degradacao de hidrocarbonetos para CO, envolve uma reagédo de
oxidagdo, Os organismos, em sua maioria, sdo aerObios. O destino dos
hidrocarbonetos, além da producdo de CO, na degradacdo total, pode também

oferecer caminhos alternativos ainda pouco estudados.

2.5.2 Caracterizagdo e biorremediagéo dos Hidrocarbonetos Alifaticos

Os hidrocarbonetos de cadeia carbbnica linear e de comprimento
intermediario sdo mais susceptiveis a biodegradacdo do que os de maior tamanho
ou de cadeias anelares. Com o aumento da cadeia carblnica, estes compostos
tornam-se menos disponiveis ao ataque microbiano devido a hidrofobicidade,
dificultando assim a biodegradacéo. A biodegradacéo aerdbia dos alcanos lineares
envolve a acdo de enzimas denominadas de monoxigenases capazes de
transformar estes compostos em alcoois correspondentes pela oxidacdo do grupo
terminal, consequentemente 0s alcodis produzidos sdo oxidados a aldeidos e
posteriormente a acidos graxos 0s quais sdo degradados, pela via da oxidagao
(BALBA, 2001).

Pereira Jr (2009) destaca que um grande numero de bactérias, fungos e
leveduras mostram-se capazes de metabolizar os hidrocarbonetos alifaticos e por
este motivo, muitos vém sendo estudados acerca de suas fisiologias, sobretudo no
gue diz respeito aos mecanismos de assimilacdo de contaminantes e aos processos
metabolicos responsaveis pela iniciacdo do catabolismo dos mesmos. Os
hidrocarbonetos alifaticos representam, para 0s microrganismos, uma fonte de
substrato em potencial. Esta classe engloba substancias gasosas (como metano e
etano), liquidas e sdlidas, sendo que o estado liquido prevalece em compostos de
até 20 atomos de carbono, patamar além do qual predominam os sélidos. O estado
fisico € em muito responsavel pela susceptibilidade ao ataque microbiano. Os
hidrocarbonetos alifaticos englobam tanto cadeias lineares, como ramificadas. No
entanto, todos os compostos séo insoluveis e hidrofébicos, caracteristicas facilmente
explicaveis, pelo fato de s6 existirem ligac6es do tipo carbono-carbono e carbono-

7

hidrogénio. Coerentemente, a solubilidade é inversamente proporcional a massa
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molecular e exerce influéncia marcante nas taxas de metabolizacdo da matéria
organica.

Banerji e colaboradores (1995) afirmam que os agentes degradadores desta
classe de compostos apresentam diferentes afinidades pelos substratos. Em geral
compostos gasosos e liquidos sdo mais rapidamente atacados, muito embora
hidrocarbonetos liquidos de baixa massa molecular confiram certo efeito inibitério
sobre 0os microrganismos, face ao carater solvente dos mesmos. No outro extremo,
parafinas de C20 a C40 normalmente obstruem a acdo microbiana, exatamente pelo

fato de serem solidas e hidrofébicas.

2.5.3 Caracterizagéo e biorremediacdo dos hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem a classe de
compostos organicos perigosos que contém dois ou mais anéis benzénicos
condensados, podendo se apresentar sob a forma linear, angular ou, ainda, em
forma de cacho. Dentre as diferentes origens dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) destacam-se o0s residuos oleosos. O desaparecimento dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) pode ser causado por diferentes
fatores, tais como volatilizacdo, foto-oxidacdo, oxidacdo quimica, bioacumulo,
adsorcao em particulas sdlidas, lixiviacdo e degradacdo microbiana (PEREIRA Jr.,
2009).

Conhece-se atualmente, uma grande variedade de bactérias, fungos e algas
gue apresentam a habilidade de metabolizar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). Os géneros e espécies mais representativos encontram-se largamente
listados na literatura (CERNIGLIA e HEITKAMP, 1989).

Ressalta-se, no entanto, que a susceptibilidade ao ataque microbiano é
inversamente proporcional ao numero de anéis condensados compreendidos na
molécula do contaminante e diretamente proporcional a sua solubilidade em agua.
Os processos de degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
como o naftaleno, fenantreno, antraceno e acenafteno ja serviram como objetos de
muitos estudos, o que contribuiu em muito para a elucidacdo das vias bioquimicas
envolvidas. O antraceno € um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPAs) de

producéo industrial, determinado a partir do carvédo, conhecido vulgarmente como
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oleo de antraceno ou ainda como o6leo verde. O antracin ou ainda paranaftaleno,
como também é conhecido, é formado por trés anéis aromaticos, arranjados de
forma linear, apresentando massa molecular de 178,2g, tem sido bastante utilizado
como modelo para estudos envolvendo a dinamica destes compostos no ambiente,
devido ao fato de ser menos toxico quando comparado aos demais hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs) (JACQUES, 2005). O fenantreno é utilizado na
producdo de corantes e explosivos do ponto de vista industrial. O isdmero do
antraceno apresenta-se com um dos trés anéis aromaticos rearranjado de forma nao
linear em relacdo aos demais (Figura 3), conhecido ainda como fenantrin, apresenta
massa molecular de 178,2g (VERSCHUEREN, 2001).

e o &Y

Antraceno Fenantreno Pireno

Figura 3: Férmulas estruturais de alguns Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HPAS)
Fonte: Nitschke e Pastore, (2002).

Quanto aos mecanismos de transformacdo destes substratos, foi descoberto
gue, tanto para organismos procariontes como eucariontes, faz-se necessaria a
presenca de oxigénio molecular para dar inicio ao ataque enzimatico. Outros
sistemas enzimaticos como o0s das enzimas metanooxigenases e das
ligninaperoxidases também surgem como participantes ativos no catabolismo dos
hidrocarbonetos poliaromaticos. Da mesma forma, o envolvimento de plasmidios na
degradacao do naftaleno e do fenantreno também foi relatado; muito embora pouco
se saiba, ainda, sobre 0os mecanismos genéticos e regulatoérios ligados ao consumo
de HPAs de alta massa molecular. Bactérias e fungos apresentam algumas
diferencas quanto a forma de ataque dos substratos em questdo: enquanto 0s
fungos filamentosos lancam méo da etapa de hidroxilacdo para dar inicio a
destoxificacdo, a maioria das bactérias utiliza a oxidacdo como ponto de partida para
a fissdo dos anéis e posterior assimilacao (PEREIRA Jr., 2009).

Normalmente os microrganismos degradadores destes compostos encontram-

se em pequeno numero, com populagdes maiores e mais ativas nos locais que se
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apresentam contaminados. Amostras coletadas nestes locais possibilitaram o
isolamento em laboratério de microrganismos que, com o auxilio de técnicas
analiticas como cromatografia gasosa ou cromatografia liquida de alto desempenho,
comprovaram a capacidade de degradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos
arométicos (HPAs). Vérias vias metabdlicas de degradagdo dos hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPASs) ja foram identificadas em diferentes microrganismos,
porém as mais estudadas sdo do metabolismo aerdbico realizado pelas bactérias,
pelos fungos lignoliticos e pelos fungos nao-lignoliticos (JACQUES, 2005).

2.5.4 Técnicas para a biorremediacéo

Uma grande variedade de tecnologias utilizadas na remediacdo de ambientes
impactados por petroleo e seus derivados € conhecida e diante de um incidente
envolvendo a liberacdo de grandes quantidades de petroleo ou produtos derivados,
as medidas tomadas inicialmente sdo de natureza fisica, através de remocao
mecanica do 6leo. Em seguida, podem ser utilizadas substancias quimicas capazes
de dispersar o contaminante, os surfactantes quimicos. Em ultima instancia, lanca-
se mado das medidas de remediacdo, dentre as quais se destacam as técnicas
biotecnoldgicas (PEREIRA Jr., 2009).

A contaminacao do solo, rios e mares é uma grande preocupacao ambiental,
uma vez que interfere no ambiente global da area afetada (agua, ar, fauna,
vegetacao) podendo ocasionar problemas de saude publica (LEMOS, 2008).

De acordo com Nunes (2008), a presenca de substancias quimicas estranhas
ao ambiente natural provoca um desequilibrio fisico-quimico que, por sua vez,
induzira uma série de transformacdes nesse local até que seja atingida uma nova
condicdo de equilibrio. A biorremediacdo tem se mostrado como uma alternativa
promissora na descontaminacéo do solo e da agua.

Segundo Alexander (1999), as técnicas mais utilizadas na biodegradacéo de
petréleo e seus derivados sdo: o aumento da microbiota do solo através da adi¢ao
de microrganismos enddgenos ou exdgenos (Bioaumento e/ou Bioenriquecimento) e

adicdo de fontes de nutrientes e oxigénio (Bioestimulo).

2.5.4.1 Processos Bidticos de Remediacéo
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A biorremediacdo é um conjunto de técnicas biotecnolégicas em que se
utilizam microrganismos ou produtos e processos microbianos para a reducéo de
impactos causados ao meio ambiente por contaminantes (ATLAS, 1995).

O local para o processo de biorremediacdo pode ser classificado como:

1) Remediagao “in situ”: As técnicas de remediacao “in situ” sdo aquelas em
que ndo ha necessidade de remog&o do material, sendo a biorremediag&o no proprio
local contaminado. Isso evita custos e distarbios ambientais associados ao
movimento do material contaminado para o local de tratamento (JACQUES, 2005;
MARIANO, 2006). A remediacao “in situ” pode ser:

a) Biorremediagdo passiva ou intrinseca: E um processo de atenuacg&o
natural de um contaminante organico, sem que haja acréscimo de nutrientes ou
adequacao de qualquer condicdo ambiental. Os microrganismos presentes no local
passam entdo a utilizar o composto organico poluente como fonte de carbono,
reduzindo assim sua concentragdo com o tempo (MENEGHETTI, 2007).

De acordo com Mariano et al., (2007), a remediacdo natural ndo se trata de
uma alternativa de acdo de tratamento, mas sim uma forma de minimizar os riscos
para a saude humana e para o meio ambiente. A biorremediacdo passiva por ser
uma técnica que depende exclusivamente dos processos naturais, torna-se muito
lenta, 0 que exige 0 uso conjunto de outras técnicas e 0 monitoramento do local por
um longo periodo de tempo (JACQUES et al., 2006).

b) Bioestimulacdo: Ao contrario da biorremediagcdo passiva, ha
bioestimulacdo ha um acréscimo de nutrientes organicos e inorganicos que visam
estimular a atividade microbiana (JACQUES et al., 2006).

Varios nutrientes devem estar disponiveis no meio ambiente, pois 0s
microrganismos ndo dependem somente da energia do carbono. O nitrogénio e o
fésforo sdo considerados fatores limitantes para a degradacdo microbiana, por isso
sdo comumente utilizados na técnica de bioestimulacdo (BAPTISTA et al., 2003). O
nitrato € também um componente importante na bioestimulacao, pois ele é utilizado
por alguns microrganismos em duas diferentes rotas metabdlicas; como fonte de
nutrientes no metabolismo assimilativo ou como receptor de elétrons no
metabolismo (COSTA et al., 2008).

Para que o processo de bioestimulacdo possa ser utilizado, deve-se analisar
primeiramente o local contaminado, para verificar a presenca de uma populacao

natural de microrganismos capazes de degradar o contaminante presente
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(MARIANO, 2006). Gaylarde et al., (2005), relatam que as técnicas de
bioestimulagdo demonstraram um aumento de 5 a 10 vezes nas taxas de
degradacdo do contaminante. No entanto, existem dulvidas sobre os efeitos em
longo prazo, uma vez que as taxas de degradacdo tendem a se equalizar com o
tempo.

A biodegradacdo de um composto quimico no meio ambiente depende,
sobretudo, da presenca, de uma populacéo de microrganismos capaz de metabolizar
a molécula original e seus produtos de degradacdo (GAYLARDE et al., 2005).

c) Bioaumentacao: O processo de bioaumento é aquele no qual ha adi¢ao
de microrganismos especializados. Frequentemente sdo empregadas populagdes de
microrganismos autéctones, com objetivo de aumentar as taxas de biodegradacéo
(MARIANO, 2006). Utiliza-se microrganismos que sao previamente selecionados
para se desenvolverem em certos poluentes, ou bactérias geneticamente
modificadas que sao adaptadas para metabolizar determinados produtos. O
bioaumento € um processo de importante utilizacgdo em locais contaminados,
principalmente naqueles que nao possuem ou possuem em pequenas quantidades
as populacbes de microrganismos necessarios para que O processo de
biodegradacao ocorra (TORTORA, 2008).

Para que haja um efetivo beneficio dessa técnica, condicdes minimas devem
ser fornecidas aos microrganismos que foram introduzidos no local, como: a
manutencado do pH, a temperatura e o fornecimento de nutrientes. De acordo com
Mariano (2006), a bioaumentacdo quando € bem utilizada pode intensificar o
processo de biodegradacédo do contaminante. Entretanto devem ser considerados 0s
seguintes aspectos: a aprovacao do 6rgao ambiental competente, sua eficiéncia e
inocuidade ao ambiente e os microrganismos aplicados devem atuar em sinergia

sem interferir nos processos biogeoquimicos naturais.

2.5.4.2 Processos de biorremediacéo “ex situ”

Na tecnologia “ex situ” 0 material contaminado é retirado do local de origem e
encaminhado para outro adequado, esta técnica € necessaria para evitar o
alastramento do contaminante e € muito utilizada em contaminac¢des de cursos de
agua e lencgdis freaticos (SANTOS et al., 2007).



51

As técnicas de biorremediacéo “ex situ” produzem um resultado mais rapido,
pois sdo mais faceis de serem controladas e apresenta maior versatilidade para o
tratamento de varios tipos de contaminantes. Entre as técnicas mais utilizadas nos
processos “ex situ” destaca-se Landfarming, compostagem e os biorreatores.

a) Landfarming: de acordo com a NBR 13894 (1997) in Castro (2005),
landfarming € um método de tratamento do solo, onde um substrato organico de um
residuo é degradado biologicamente na camada superior do solo. Em vérios paises
inclusive no Brasil o biotratamento em “landfarming” € bastante utilizado em
compostos de hidrocarbonetos de petréleo nas industrias e refinarias. Este sistema
pode ser citado como “in situ” ou “ex situ” quando é necessario fazer escavacao
(FERNANDES e ALCANTARA, 2004). A biodegradacido ¢ base deste tratamento,
por isso é importante manter uma comunidade microbiana heterotréfica ativa. Para
aperfeicoar esse processo algumas condicfes devem ser monitoradas, como: o teor
de umidade, a aeracgéao, o pH, os nutrientes, permeabilidade, e volume do solo.

Para garantir sua efetividade o sistema landfarming deve ser monitorado
periodicamente para que se possa Vverificar a reducdo da concentracdo dos
constituintes, a emissdo de vapores, a migracdo dos constituintes no solo e as
aguas subterraneas (JACQUES et al., 2006)

De acordo com Tocchetto (2008), a eficiéncia do landfarming depende das
caracteristicas do solo, dos constituintes do residuo e de circunstancias climaticas.

b) Compostagem ou biopilhas: Fernandes e Silva, (1999), destacam que a
compostagem pode ser definida como uma bioxidacdo aerdbica exotérmica de um
substrato organico heterogéneo, no estado solido, caracterizado pela producdo de
gas carbbnico, agua, liberacdo de substancias minerais e formacdo de matéria
organica estavel.

Jacques et al., (2006), demonstram que o processo de compostagem é
eficiente para a biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAs). O solo geralmente é removido do local de origem e
acondicionado em forma de pilhas, em um local que permite o controle da lixiviacdo
e do escoamento dos liquidos gerados.

Sendo um processo bioldgico, alguns fatores influenciam na degradacao da
matéria organica como: a temperatura, a umidade, aeragdo, tamanho das particulas
e a disposicao dos nutrientes (FERNANDES e SILVA, 1999).
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Sob condigbes favoraveis bactérias termofilicas, irdo aumentar a temperatura
do composto para 55-60°C em poucos dias. Depois que a temperatura baixar a pilha
pode ser revirada para renovar o suprimento de oxigénio, e em segundos o0 aumento
de temperatura ira ocorrer. Com o tempo popula¢des microbianas termofilicas sé@o
substituidas por populacées mesofilicas que continuam lentamente a conversao
para um material semelhante ao himus (TORTORA, 2008).

c) Sistemas de Biorreatores: Os biorreatores mostram-se eficientes na
recuperacdo de solos e aguas contaminados com hidrocarbonetos e organicos. Os
nutrientes sdo muitas vezes adicionados aos biorreatores para aperfeicoar a taxa de
crescimento dos microrganismos. Essa tecnologia foi utilizada durante muitas
décadas no tratamento de efluentes urbanos e industriais. No entanto, somente
nessa ultima década € que se intensificaram os estudos para analisar a eficacia dos
biorreatores no processo de biorremediacgao.

Pereira Jr., (2009) destaca que para estas finalidades, diferentes modos de
operacao de biorreatores tém sido estudados, tanto em escala de bancada como em
escala piloto. Sistemas operados por batelada simples, bateladas sequenciais,
bateladas alimentadas, processos continuos e biorreatores em série, sdo exemplos
dos mais amplamente estudados. Os modos operacionais influenciam sobremaneira
na eficiéncia do processo de degradacédo do poluente. ConsideragcGes importantes
devem ser feitas quando da escolha do modo de operacdo. A natureza do residuo
poluente também deve ser levada em consideracdo. Entre os modos de operacéo
por batelada sequencial e o modo continuo, as vantagens e desvantagens
associadas relacionam-se principalmente a capacidade de remocdo da carga
organica e aos requerimentos operacionais. Embora o modo de operacdo por
batelada sequencial em muitos casos seja mais efetivo do ponto de vista das altas
taxas de biodegradacdo atingidas, demanda maior complexidade operacional, ao
contrario do modo continuo, que prevé a alimentacdo constante do biorreator.

A biorremediacdo é uma alternativa promissora na descontaminacdo dos
ambientes aquaticos e terrestres. Sua grande aplicabilidade € devido a existéncia de
milhares de microrganismos com capacidade de degradacdo. Para que a
biorremediacdo traga resultados satisfatorios, € de fundamental importancia o
conhecimento dos principios e das técnicas, isso possibilita uma utilizacéo e selecao
correta de acordo com as condicbes especificas de cada local e de cada
contaminante presente (JACQUES et al., 2006).
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2.6 A biodiversidade Amazénica e as macrofitas aquéticas

A Amazodnia, com uma superficie de quase 7,8 milhdes km?, ocupa 44% da
América do Sul. Abriga um quinto de toda disponibilidade de agua doce. Suas
extensfes florestais representam mais da metade das florestas tropicais Uumidas
existentes, concentrando grande parte da biodiversidade mundial. As perspectivas
de desenvolvimento sustentavel para a Amazénia passam pelas oportunidades de
uso da megadiversidade biolégica de forma a manter intacta a floresta. Isto,
obviamente, constitui importante e decisivo desafio que traz nas biotecnologias
potenciais alternativas para este fim. Assim, a biodiversidade amazonica representa
importante fonte de novos produtos biotecnolégicos, sendo necessérios estudos e
investimentos efetivos que possam assegurar o real desenvolvimento para a regiao
(BATISTA, 2009).

Um dos aspectos da biodiversidade ainda carente de pesquisas que
evidenciem sua imensa potencialidade € a prospeccdo de microrganismos com
capacidade de atuar em processos de interesse nos variados setores da atividade
humana. E valido ressaltar que parte significativa da biodiversidade amazonica esta
representada por fungos e bactérias, sendo a maioria ainda desconhecida. Entre os
microrganismos existentes, poucos estédo relacionados a doencas. Em sua grande
maioria, 0s microrganismos desempenham algum beneficio, direto ou indireto, nos
mais diferentes aspectos de interesse ambiental e/ou biotecnoldgico (PEREIRA et
al.,1993).

Em relacdo a biodiversidade de microrganismos em paises tropicais, sem
duvida o Brasil possui ainda um grande potencial a ser explorado (AZEVEDO et al.,
2014). A complexidade dos variados ecossistemas e a exploracao ininterrupta dos
recursos naturais impdem a necessidade de novas formas de gestdo no sentido de
manter o equilibrio das condicbes ambientais, imprescindivel a qualidade de vida
humana. Considerando esses aspectos, a busca por microrganismos e seus
produtos para processos de biorremediacéo tem sido destaque nas acdes que visam
garantir maior qualidade ambiental. Desse modo, investimentos tém sido
direcionados para a deteccdo de microrganismos com potencial de atenuar, ou até
mesmo eliminar poluentes em condic¢des diversas (BATISTA, 2009). Nesse contexto,
pesquisas vém sendo desenvolvidas na Amazbénia com o objetivo de isolar

microrganismos de espécies vegetais.
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Varias espécies vegetais destacam-se por apresentarem potenciais
caracteristicos, entretanto, as macrofitas aquaticas da Amazénia apresentam o
potencial de sobreviverem em ambientes contaminados por hidrocarbonetos de
petréleos e derivados por longos periodos. Associadas as espécies vegetais 0s
microrganismos chamam atencdo, pois tornam-se possiveis ferramentas para
pesquisas in situ e ex situ, proporcionado dessa forma, informacdes relevantes para
a literatura, o que se refere a microrganismos isolados de macrofitas aquéticas na
Amazonia.

As macrofitas aquéticas podem ser encontradas principalmente nas margens
e nas areas mais rasas de rios, lagos e reservatérios também em cachoeiras
(WETZEL, 1981).

Esteves (1998) destaca que uma das primeiras menc¢des ao termo macrofitas
aquaticas foi proposta por Weaner & Clements (1938), que definiram de maneira
muito ampla: plantas herbaceas que crescem na agua, em solos cobertos por agua
ou em solos saturados com agua. Contudo a definicdo de macrofitas aquaticas ja é
um termo consagrado, adotado pelo International Biological Program (IBP), sendo a
denominacdo mais adequada para caracterizar vegetais que ocorrem desde brejos
até ambientes verdadeiramente aquaticos, incluindo desta forma, vegetais desde
macroalgas até plantas vasculares.

As macrofitas aquaticas sdo originalmente vegetais terrestres que sofreram
modificacdes adaptativas, ao longo do curso evolutivo, sendo capazes de colonizar
diversos tipos de ambientes aquaticos como lagos, lagoas, zonas umidas, rios,
represas, cachoeiras, (ESTEVES, 1998). Isto se deve ao fato das espécies de
macrofitas apresentarem adaptacfes morfofisiologicas, além de possuirem a
capacidade de colonizar os ambientes aquaticos com diferentes caracteristicas
fisicas e quimicas (SCULTHORPE, 1967).

Espécies de plantas aquaticas podem apresentar mais de uma forma
biologica, dependendo da condicdo do habitat, ou seja, no nivel de agua em que
esteja submetida, ou mesmo com o tempo de vida da espécie. Por exemplo,
Echinodorus tenellus (Mart.) Buch. (Alismataceae), passa de submersa, a emergente
para terrestre, portanto anfibia e Eichhornia azurea (Sw.) Kunth (Pontederiaceae)
varia conforme a idade, pois quando jovem é submersa fixa e adulta flutuante fixa ou
livre (POTT e POTT, 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Formas de vida das macrofitas aquaticas: 1- Anfibia, 2 - Emergente, 3 - Flutuante
fixa, 4 - Flutuante livre, 5 - Submersa fixa, 6 - Submersa livre, 7 - Epifita.
Fonte: Pott e Pott (2000).

Este fato possibilita que uma mesma espécie colonize os mais diferentes tipos
de ambientes, além disso, a grande maioria das macrofitas aquaticas sdo capazes
de suportar longos periodos de seca. Neste caso tomando formas terrestres, com
profundas modificacbes morfolégicas, adaptacbes anatdbmicas, fisioldgicas e,
sobretudo, fenotipicas. Até a década de 50, acreditava-se que as macrofitas
aquaticas desempenhavam papel pouco relevante na dindmica dos ecossistemas
lacustre sendo seu estudo muito negligenciado no ambito das pesquisas
liminoldgicas. No entanto, com o aprofundamento do conhecimento, particularmente
apos estudos efetuados nas regides tropicais, ficou evidenciado o seu importante
papel (ESTEVES, 1998).

As macrofitas sd8o partes integrantes dos ecossistemas aquaticos,
desempenhando funcdes vitais ao balanco natural do sistema, e entre os diversos
papéis desempenhados cita-se como funcdo a habilidade de hospedeiras para
associacbes com algas perifiticas e bactérias fixadoras de nitrogénio e seu
importante papel tréfico devido aos altos conteudos de proteinas e carboidratos
soluveis e sua reduzida fracdo de parede celular (CAMARGO, 1984). As macrdfitas
também atuam como armazenadoras de nutrientes, influenciando as caracteristicas

fisico-quimicas dos corpos d’agua.
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Em regifes tropicais, estes vegetais sdo importantes fornecedores de matéria
organica para as cadeias herbivoras e detritivas, sendo responsaveis muitas vezes
por mais de 50% do material organico dos ambientes aquaticos através dos
processos de decomposicdo e ciclagem de nutrientes. Além disto, as macrdfitas
podem desempenhar importante papel no ciclo do carbono em ambientes onde séao
abundantes, isto porque podem assimilar grandes quantidades de carbono
inorganico da atmosfera ou da agua e transforma-lo em biomassa por meio do
processo fotossintético (BIANCHINI, 2003).

As macréfitas aquaticas possuem distribuicdo fitogeografica mais ampla do
gue a maioria das plantas terrestres. Este fato é decorrente das variacdes sofridas
pelos fatores do ambiente aquético, possibilitando assim, o aparecimento de muitas
espécies cosmopolitas (IRGANG e GASTAL Jr., 1996). Elas estdo presentes em
muitos nichos e em diversos tipos de habitats como tanques, lagos, lagoas, brejos,
cachoeiras, rios, riachos, canais, reservatorios, mares e oceanos (ESTEVES, 1998).
Alguns dos fatores que auxiliam nesta vasta distribuicdo € o fato de grande parte das
macrofitas aquaticas apresentarem disseminacdo por passaros e um alto potencial
de reproducéo vegetativa (IRGANG e GASTAL Jr., 1996).

Vereecken et al.,, (2006), destacam que o0 crescimento excessivo de
macrofitas aquaticas pode ocorrer como resultado das alteracdes provocadas pelas
atividades humanas que criam condi¢Ges favoraveis ao seu desenvolvimento tais
como a eutrofizacdo artificial e as modificacdes hidrolégicas do ecossistema
aquatico. Os referidos autores mencionam que essas alteracdes podem provocar a
proliferacdo de uma espécie, criando condi¢bes 6timas para o seu crescimento ou
proporcionando condicbes desfavoraveis para outras espécies, que deixam de
exercer uma pressao competitiva sobre ela. O conhecimento da ecologia destes
vegetais, bem como os fatores fisicos e quimicos que podem influenciar no
crescimento de macrdéfitas aquaticas sdo importantes para a compreensao do
comportamento desses organismos (THOMAZ et al., 1999).

Segundo Dhir et al., (2009), as macroéfitas aquaticas (particularmente as livres,
submersas enraizadas e emergentes) ganharam importancia mundialmente por
apresentarem grande eficiéncia para remover uma variedade de poluentes (metais-
traco, radionuclideos, explosivos e poluentes organicos e inorganicos) de aguas

poluidas, ainda que esta eficiéncia varie de espécie para espécie.
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No Brasil, apesar de crescente, ainda existe um numero reduzido de
pesquisadores que tém se dedicado ao estudo de plantas aquaticas. Segundo um
levantamento feito por Thomaz & Bini (2003), os estudos pioneiros sobre plantas
aquéticas no Brasil podem ser atribuidos a Eugene Warming, pesquisador
dinamarqués que publicou, em 1892, na sua lingua de origem, o livro intitulado
“Lagoa Santa”. Somente em 1908 o referido livro foi traduzido para o portugués, nele
constando descricbes da vegetacdo aquética e anfibia e comparacdes com
vegetacao de brejos de ambientes temperados.

Ainda sobre trabalhos pioneiros especificos de macréfitas aquaticas no Brasil,
destaca-se o realizado por Hoehne (1948), no qual o autor aborda os diversos
grupos vegetais aquaticos, como microalgas, macroalgas, pteridéfitas e
fanerégamas e ainda hoje é uma referéncia sobre a sistematica, distribuicdo e
aspectos ecoldgicos basicos sobre a vegetacdo aquatica. Até a década de 60, as
populacbes de plantas aquaticas continuavam a ser negligenciadas, pois 0s
pesquisadores nao acreditavam que esta vegetacdo desempenhasse funcdes
relevantes nos ecossistemas limnéticos (ESTEVES, 1998; POMPEO & MOSCHINI-
CARLOS, 2003). Segundo Thomaz & Bini (2003), so a partir da década de 80, é que
os trabalhos tiveram impulso, devido ao entendimento de sua real importancia,
sendo considerada inclusive como uma das comunidades vegetais mais produtivas,
e principalmente porque algumas espécies tém potencialidade em atingir um rapido
processo de colonizagdo (invasao), principalmente em reservatérios com fins
hidroelétricos.

Na década de 90, destacaram-se aqui no Brasil as publicacbes de
importantes livros sobre esta vegetacado: Irgang & Gastal Junior (1996) e Pott & Pott
(2000), os quais séao considerados basicos para identificacdo desta vegetacdo. No
entanto, e de maneira geral, dados referentes especificamente sobre diversidade e
ocorréncia de macrofitas em ecossistemas aquaticos brasileiros ainda sdo escassos
na literatura. Ha, além disso, uma concentracdo de informacdes provenientes de
pesquisas realizadas nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, devido aos grandes
centros de pesquisas limnoldgicas estarem localizados nestas regides. Para as
demais regibes, observa-se uma escassez de estudos, destacando-se o Nordeste

como a mais carente.
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Observa-se que atualmente, existe uma necessidade de geragdo de mais
informacgBes sobre as macréfitas em sistemas aquaticos, pois apesar de crescente,

sdo informacdes bésicas para a area de estudo e pesquisa.

2.7 Microrganismos isolados das espécies vegetais

Magnani (2005) destaca que as plantas constituem um verdadeiro
ecossistema microbiano e que nestas plantas hospedeiras, diferentes nichos sao
ocupados pelos microrganismos, tais como as superficies das raizes, caules e folhas
(as epifitas), ou entdo, colonizando o interior de diversos tecidos das plantas
(endofiticas). Bactérias, leveduras e fungos filamentosos s&o agentes
transformadores eficazes, com o potencial de degradar uma ampla diversidade de
substancias organicas, comumente encontradas nos efluentes gerados pelas
refinarias e industrias. Por assimilarem tais substancias como fonte de carbono e/ou
de energia, 0s microrganismos vém se apresentando como poderosa alternativa aos
métodos convencionais de tratamento, sendo cada vez mais empregados na
resolucdo de problemas ambientais (URURAHY et al.,1998).

Uma parcela dos microrganismos, principalmente bactérias e fungos, habitam
o interior das plantas. S&8o os microrganismos endofiticos que, segundo Pereira et
al., (1993), colonizam os tecidos sadios de partes aéreas da planta, em algum tempo
do seu ciclo de vida, sem |lhes causar danos aparentes, este conceito também é
estendido aos microrganismos das raizes. Entre os microrganismos endofiticos, 0s
fungos e bactérias que formam nédulos nas raizes das plantas, as quais estao
associados sado bastante estudados devido sua importancia na agricultura,
particularmente por sua participacdo na fixacdo de nitrogénio pelas plantas
(STAMFORD et al., 1998). Ao contrario, os microrganismos endofiticos das partes
aéreas dos vegetais s6 recentemente tém despertado o interesse da comunidade
cientifica, especialmente por seus potenciais na producdo de metabdlitos de
interesse econdmico, incluindo os relacionados as plantas hospedeiras
(RODRIGUES & DIAS FILHO, 1996).

Pereira et al., (1993) mencionam que as interacfes endofito/planta, ainda nao
sdo muito bem compreendidas, mas podem ser simbidticas, neutras ou antagonicas

(neste caso, estudadas pela fitopatologia). Nas interagcbes simbiodticas o0s
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microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlitos primérios e
secundarios que podem conferir diversas vantagens a planta tais como: a diminui¢éo
da herbivoria e do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses abibticos
e 0 controle de outros microrganismos. Exemplo de metabdlitos que podem ser
induzidos pelos microrganismos endofiticos séo as fitoalexinas, substancias de baixo
peso molecular com atividades antimicrobianas, produzidas pelas plantas ante a
acao de microrganismos ou de agentes estressantes. Da parte dos fungos pode-se
citar a producdo de micotoxinas, metabdlitos secundarios que podem causar
doencas em humanos e outros animais (RODRIGUES & DIAS FILHO, 1996). Os
microrganismos endofiticos sdo potencialmente Uteis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores
para introducédo de genes de interesse nas plantas (FAHEY, 1988; MURRAY et al.,
1992), como agentes inibidores de pragas e patdgenos (HALLMANN & SIKORA,
1996) e como fontes de metabdlitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e
secundarios de interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno (STIERLE et al.,
1993), a cryptocandina, lipopeptideo antimicotico e diversos outros antibioticos.

Os microrganismos epifiticos sdo assim denominados, por habitarem os
tecidos externos, vivendo na superficie dos vegetais. Azevedo (1999) descreve que
as distincdes entre microrganismos endofiticos, epifiticos e patogénicos sdo de
natureza apenas didatica, ndo existindo um claro limite entre grupos e sim um
gradiente entre eles. Segundo o autor, um organismo endofitico, por exemplo, pode
tornar-se um patdgeno conforme as condi¢cées de ambiente ou equilibrio com outros
endofiticos; um microrganismo epifitico pode, eventualmente, entrar em uma planta
e la permanecer por certo periodo, causando ou ndao danos a mesma. Assim a
compreensao da microbiota associada ao vegetal inclui tanto os epifiticos quanto os
microrganismos denominados endofiticos.

Strobel et al., (1999) destacam que no processo de selecdo de plantas e seus
microrganismos associados é importante investigar plantas que ocupem nichos
ecolégicos ndo usuais, por exemplo, aquelas que crescem em temperaturas
extremamente altas ou baixas, sobrevivem por muito tempo ou resistem a altas
concentracbes de radiacbes e de sal. A adversidade nos ecossistemas
caracteristicos da planta e sua resisténcia a eles remetem a potencial interacdo com

microrganismos endofiticos.
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2.8 Biorremediacao: Estado da arte

Ha algumas décadas, tém-se realizado estudos relacionados aos
degradadores de petréleo, os quais diversos autores em todo o mundo buscam
formas de isolar, selecionar e cultivar microrganismos competentes na degradacao
de diversos compostos de petrdleo.

Os trabalhos pioneiros em sele¢cédo e isolamento de bactérias salinas foram
realizados por Zobell (ZOBELL, 1946), em uma extensa revisdo sobre a habilidade
dos microrganismos em utilizar hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e
energia e que estes microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza.
Destacou em sua obra que mais de 100 espécies de 30 géneros microbianos foram
capazes de utilizar hidrocarbonetos.

Com a alta demanda da producéo e comercializacdo do petroleo e de seus
derivados, as preocupacoes relacionadas ao potencial de contaminacao de solos e
aguas subterraneas, principalmente por vazamentos de tanques de armazenamento
subterraneos em postos de combustiveis, vém crescendo (FATORELLI, 2005).

As informacdes divulgadas para o publico a respeito do uso de técnicas de
biorremediacao se restringem, no Brasil, ao levantamento da CETESB. Das areas
contaminadas e tratadas com técnicas de biorremediacéo, verifica-se 0 uso da
fitorremediacdo, barreiras reativas, lavagem de solo, encapsulamento geotérmico,
barreira fisica, atenuacdo natural e biopilhas (CETESB, 2006). Nos demais estados
mais industrializados, existem iniciativas localizadas ou incipientes e, na grande
maioria, a biorremediacédo ainda é um termo de ficcéo cientifica.

Uma das técnicas de biorremediacdo que vem chamando atencéo no Brasil &
a bioaumentacdo, técnica relativamente recente e ainda em fase de
desenvolvimento. No entanto, varios autores a descrevem com clareza na literatura.
Essa técnica é caracterizada pelo aumento da microbiota nativa através da
inoculacdo de microrganismos exdgenos (aloctones). Estes microrganismos Sao
pertencentes a espécie nao nativa de determinada regido biogeografica, introduzidos
em um ecossistema, podendo persistir e até reproduzir-se por um tempo,
participando ou ndo de interacfes e de transformacdes ecoldgicas (EPA, 2004).

O emprego desta técnica depende, primeiramente, da concordancia e da
autorizacdo de oOrgdos governamentais e de agéncias de fiscalizacdo ambiental,

como a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2007b). A
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aprovacédo da bioaumentagdo como estratégia de biorremediacdo depende de Vvarios
fatores, dentre os quais, os tipos de microrganismos utilizados e a &rea de aplicacéo.

Nessa conjuntura, uma ressalva deve ser feita no que diz respeito a utilizacdo
da bioaumentacdo em solos tipicamente brasileiros. Até junho de 2007, no Brasil,
era proibida a utilizacdo desta técnica em quaisquer condi¢cdes e localizagcbes. No
entanto, em 22 de junho de 2007, a CETESB, através da Deciséo de Diretoria (DD)
no 103/2007/C/E (de carater normativo), publicou a seguinte informagao: “... A
utilizacdo de microrganismos aléctones nos sistemas de remediacdo devera seguir
as normas técnicas CETESB e as legais pertinentes...” (CETESB, 2007a). Assim
sendo, apds essa data, a utilizacdo da bioaumentacdo passou a ser permitida no
Brasil, mais especificamente no Estado de Sao Paulo, porém, desde que sejam
seguidas as normas pertinentes, explicitadas no referido documento.

Dentre as normas a serem seguidas, destaca-se a norma técnica da CETESB
no L1.022, de junho de 2007, que trata sobre o uso de produtos biotecnolégicos,
constituidos de microrganismos, destinados ao tratamento de efluentes liquidos, de
residuos solidos e a remediagao de solos e de aguas (CETESB, 2007b).

Atualmente, muitos produtos tém sido lancados no mercado mundial com o
intuito de auxiliar no tratamento de solos contaminados por petrdleo. Alguns
produtos comerciais apresentam, em sua composi¢do, microrganismos exdégenos
gue sdao utilizados com o objetivo de induzir a bioaumentacdo do solo a ser tratado
(CETESB, 2007b). A fim de melhorar as condicbes de biodegradacdo do
contaminante, ou seja, de favorecer a bioestimulacdo, determinados produtos
também apresentam em sua formulacdo, micronutrientes, enzimas de agcao externa
e surfactantes que facilitam e estimulam a acdo microbiana sobre os poluentes.
Neste caso, as enzimas de acdo externa atuam favorecendo a oxidacdo dos
compostos de dificil degradacdo em compostos de facil assimilacdo pelos
microrganismos (SHUHONG et al., 2006).

Enquanto no pais ainda estamos a passos lentos em direcdo do
estabelecimento da biorremediacdo como técnica eficiente, de baixo custo e
ambientalmente aceitavel, tanto do ponto de vista técnico-cientifico como aplicado,
na comunidade internacional ja se discute esse processo como um conjunto ou
sistema biolégico. Como a biorremediacdo envolve uma mistura de estruturas
guimicas com um componente metabdlico diverso e multiespecifico no ambiente

contaminado, essa abordagem somente pode ser atingida com o0 conceito de
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sistema. Além disso, com a disponibilidade de genes, genomas e metagenomas,
como os do UMBBD (Universiy of Minnesota Biocatalysis /Biodegradation Database
umbbd.msi.umn.edu), que disponibilizam microrganismos degradativos de interesse
ambiental (1462), enzimas (786), rotas de degradacdo (177), reacdes (1220),
compostos (1133), etc., tornam possivel a proposicdo de modelos para predizer a
dindmica de contaminantes no ambiente por meio do processo metabdlico global
(JACQUES et al., 2009).

Com este catalogo de genomas e de genes que codificam a biodegradacéo e
a detoxificacdo, € possivel assumir que o importante para a biorremediacdo na
atualidade é o desempenho catalitico, em vez de um organismo/espécie qualquer.
Nessa condicéo, visualiza-se 0 uso do pool de genes biodegradativos que se difunde
na ceélula e na comunidade microbiana, independentemente da espécie ou do
hospedeiro, deixando de lado os fatores bidticos e abibdticos que afetam esse
desempenho, no chamado metabolismo sem fronteiras.

No Brasil, os trabalhos vém sendo desenvolvidos principalmente pelas
Universidades. Na Universidade de Passo Fundo, Rio Grande do Sul foi realizado o
isolamento de fungos em solo contaminado com 6leo. Os resultados obtidos foram o
isolamento de dez fungos em solo contaminado com atrazine + simazine e cinco
fungos em solo contaminado com atrazine. Os géneros identificados como
degradadores de hidrocarbonetos foram Aspergillus, Penicillium e Trichoderma
(COLLA et al., 2007).

Alunos da poés-graduacdo da Universidade Catdlica de Pernambuco
(UNICAP) desenvolveram uma pesquisa onde o principal objetivo foi obter
consorcios de microrganismos a partir de amostra de petréleo e investigar o
potencial biotecnolégico para aplicacdo na biodegradacdo de contaminantes
ambientais oriundos da induastria petrolifera. Os consércios de microrganismos
formados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos com atividades oxidases,
obtidos a partir de amostra de petréleo sob cultivo submerso e aerado na presenca
ou ndo de nutrientes, apresentaram potencial para aplicacdo na biodegradacédo de
poluentes derivados do petréleo (COSTA et al., 2007).

Na Universidade de Campinas foi avaliada em microcosmos com solo a
biodegradacdao de uma mistura de HPAs. Foi testado bioaumentacdo com fungos e

bactérias individuais e um consorcio de fungos. A bioaumentacdo com o isolado de
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fungo Aspergillus aumentou significativamente o grau de remogéo de antraceno e
pireno, dois HPAs bastante persistente em solos (SILVA et al., 2009).

Outro trabalho que trouxe bons resultados foi o desenvolvido no Centro de
Tecnologia Mineral/Ministério da Ciéncia e Tecnologia/ Rio de Janeiro. O objetivo foi
isolar e identificar os fungos filamentosos com capacidade degradadora de
hidrocarbonetos de petréleo presentes nos solos contaminados da cidade de
Guararema. Das 75 colonias isoladas do solo contaminado, 60 apresentaram
capacidade para degradar hidrocarbonetos de petrdleo. Cuja identificacdo as
agrupou em 4 géneros fungicos (Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium)
subdivididos nas seguintes espécies: Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus versicolor, Aspergillus niveus, Aspergillus niger, Penicillium corylophilum,
Paecilomyces variotti, Paecilomyces niveus e Fusarium sp. (LEMOS, 2008).

Na Universidade Federal da Bahia no ambito do projeto RECUPETRO esta
sendo desenvolvido testes a nivel de bancada e laboratorial com duas espécies de
fungos previamente identificadas como degradadores. Os fungos em teste séo
Penicillium sp. e Aspergillus fumigatus.

Diante desse cenario, algumas pesquisas tém sido desenvolvidas na
Amazonia voltadas a bioprospeccdo de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos. A Universidade do Estado do Amazonas, o Instituto de Pesquisa da
Amazonia (INPA) através da TRANSPETRO e a Universidade Federal do Amazonas
desenvolvem analises em laboratério com perspectivas promissoras e com fomento
a pesquisa. Dentre os estudos desenvolvidos em Manaus, Batista (2009), estudando
a macrofita aquatica Eichornia crassipes isolou 70 bactérias endofiticas e epifiticas
em meio seletivo contendo petréleo. Neste estudo foi testado um inoculo bacteriano
com resultados positivos para a degradacdo de hidrocarbonetos em ambientes
aquaticos.

O préximo passo agora € associar a abordagem sistémica da biorremediacéo
com a ja consagrada engenharia genética para se iniciar a biologia sintética aplicada
a remediacdo. Com 0s avangos computacionais e 0s recursos da bioinformatica é
possivel desenhar biocatalizadores de desempenho jamais vistos na biodegradacéo,
bem como através de pesquisas aliadas as técnicas de cromatografia a producao de

inoculo microbiano com potencial degradador.



3 MATERIAL E METODOS

Figura 5: Fluxograma das etapas desenvolvidas no estudo
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3.1 Coleta das plantas hospedeiras

O estudo consistiu em utilizar amostras de macrdfitas aquaticas presentes em
agua contaminada por derivados de petroleo, objetivando o isolamento de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos presentes nas espécies vegetais.

As amostras das espécies vegetais foram coletadas no rio Negro na cidade
de Manaus-Am, em agua residuarias contaminadas por derivados de petrdleo na
Estacdo Hidroviaria (Porto de Manaus) situada no centro da cidade, nas
coordenadas geograficas: Latitude Sul: 3° 8 30” Longitude W. G. R. 50° 59,
conforme localizacao (figura 6).

Figura 6: Localizagdo da area de coleta no rio Negro em Manaus/AM.
Fonte: Google Earth, 2014.

Foram coletadas folhas, flores, caules, e raizes, tendo como critérios de
selecdo a aparéncia sadia das plantas, sem sintomas visuais de doencas e sem
sinais de ataques de insetos.

As espécies vegetais foram identificadas no Instituto de Pesquisa da
Amazénia (INPA) com suas respectivas numeracbes de exsicata depositada no
herbario do Instituto. As espécies coletadas foram: Eichornia crassipes (Mart.)Solms

(Pontederiaceae) (numero de catalogacdo INPA 259.239), Ichnanthus calvescens
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Doll (Poaceae): (numero de catalogacdo INPA 259.240) e Cyperus ligularis L.
(Cyperaceae): (numero de catalogacdo INPA 259.241) (Figura 7).

Figura 7: Amostra das macrofitas aquaticas: (A) Eichornia crassipes (Mart.) Solms (Pontederiaceae)
(B) Ichnanthus calvescens Déll (Poaceae) e (C) Cyperus ligularis L. (Cyperaceae).

Apés a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de
polietileno e levadas para o Laboratério de Genética de Microrganismos (LAGEM) do
Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal do Amazonas, no

gual procedeu-se o isolamento dos microrganismos.

3.2 Isolamento da microbiota associada

Foram realizados isolamentos dos microrganismos epifiticos e endofiticos

segundo metodologia descrita por Pereira et al., (1993) com adaptacfes a seguir.

3.2.1 Isolamento dos microrganismos epifiticos

O procedimento foi realizado para raizes, caules, folhas e flores. Inicialmente
o material coletado foi lavado superficialmente com agua corrente, sendo a seguir
cortados em tamanho padréo (5 cm) com o objetivo de estipular o valor da infecgéo.
Estes fragmentos foram friccionados com o auxilio de um cotonete (swab
esterilizado) nos tecidos vegetais e estriados nas placas de Petri (Figura 8),

contendo meio seletivo (BH) para crescimento microbiano acrescido de petroleo.
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Figura 8: Etapas do Isolamento dos microrganismos epifiticos. (A) Fragmentos friccionados com o
auxilio de um cotonete (swab esterilizado). (B) Estriados nas placas de Petri, contendo meio seletivo
(BH).

Mariano (2006) destaca que a finalidade do uso do agar Bushell Haas (BH) é
recomendado para a analise de combustiveis contaminados por microrganismos e
para o estudo de microrganismos que deterioram hidrocarboneto.

Tabela 03: Meio de cultura Desidratado: AGAR BUSHHNELL HAAS acrescido
de petréleo - BH

Componentes Quantidade/Gr
Sulfato de magnésio (MgSQO, ) 0,20
Fosfato monopotéassio (KH,PO,) 1
Fosfato dipotassico ( K;HPO4H,0) 1
Nitrato de amdnio (NH4)"(NO3)~ 1-
Cloreto de ferro (FeCls) 0,05
Cloreto de calcio (CaCl,) 0,02
Agar 20
Petr6leo (Urucu) 10 ml

Fonte: Bushhnell Haas, (1941).

Para o isolamento dos fungos as placas com meio seletivo foram
suplementadas com o antibiético clorafenicol (2 mL de antibiético para 1000 mL de
meio) e para o isolamento de bactérias foi adicionado o fungicida Derosal 500SC (1
mL de fungicida para cada 1000 mL de meio). As placas foram incubadas em estufa
a temperaturas de 30°C, e permaneceram por um periodo de 3 a 10 dias para
crescimento de fungos e bactérias. Apds crescimento dos microrganismos as placas

foram levadas ao fluxo laminar e os isolados foram repicados para tubos contendo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
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meio especifico para fungos e bactérias e novamente incubados para crescimento e

identificag&o.

3.2.2 Isolamento dos microrganismos endofiticos

O processo foi baseado de acordo com a metodologia descrita por Petrini;
Muller (1986) e Pereira et al., (1993), iniciando-se com a desinfeccdo superficial dos
tecidos vegetais (raizes, caule, folhas e flor), para retirada da microbiota externa, o
material foi lavado com agua corrente e detergente neutro com o auxilio de uma
esponja de polietileno esterilizada. Em camara de fluxo laminar o material foi
mergulhado em &lcool a 70% por 1 minuto, sendo introduzido em solucédo de
hipoclorito de so6dio a 3% por 1 minuto. Logo apos os tecidos foram lavados
novamente em solucdo de alcool 70% por 30 segundos para retirada do excesso de
cloro da superficie. Para a retirada de todo o restante das solucbes, o material foi
lavado trés vezes com agua destilada esterilizada. Como controle, a agua de
lavagem foi inoculada em placas de Petri contendo os meios de cultura para o
isolamento. ApoOs passar pelo processo de descontaminacdo superficial, o material
foi cortado em fragmentos de 5 a 7 mm com o auxilio de um furador de papel estéril

e estes foram dispostos em placas com meio seletivo (BH) (Figura 9).

(B)

Figura 9: Etapas do isolamento de microrganismos endofiticos. (A) descontaminacgéo superficial das
plantas hospedeiras. (B) Material foi cortado em fragmentos de 5 a 7 mm com o auxilio de um
furador de papel estéril. (C) Os fragmentos foram dispostos em placas de Petri com meio seletivo.

Para o isolamento dos fungos as placas com meio seletivo foram
suplementadas com o antibiético clorafenicol (2 mL de antibiético para 1000 mL de
meio) e para o isolamento de bactérias foi adicionado o fungicida Derosal 500SC

(ImL de fungicida para cada 1000 mL de meio). As placas foram identificadas e
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colocadas em incubadora a 30 °C, e permaneceram de 1 a 10 dias, sendo
observado diariamente o crescimento da bactéria e fungo.
Apébs ocorrer o crescimento dos fungos, os microrganismos foram repicados

para tubos de ensaio com meio seletivo (BH).

3.2.3 Caracterizacao morfolégica, purificacdo e preservacdo dos microrganismos
isolados.

3.2.3.1 Preparo das bactérias

As bactérias isoladas foram submetidas ao processo de purificagdo por meio
de repiques sucessivos em placas de Petri contendo meio LB (Luria Bertani),
utilizando-se a técnica de esgotamento por estrias para purificacdo das bactérias
(Figura 10).

Figura 10: Purificagéo de bactérias.

ApoOs crescimento, as colénias foram raspadas e inseridas em microtubos de
1,5 mL contendo glicerol 30% e mantidas a -20 °C. No momento da preservacao, foi
realizada a caracterizacdo morfolégica de cada colbnia, sendo observadas as

caracteristicas cor e consisténcia, para posterior comparacao e analise.
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3.2.3.2 Preparo dos fungos

Os fungos isolados foram repicados em placa de Petri contendo meio BDA
(Batata, Dextrose e Agar) em triplicatas. Apos crescimento foi possivel observar a

morfologia de cada microrganismo (Figura 11).

Figura 11: Purificacdo de fungos através de repique sucessivos. (A) Verso e (B) anverso de um fungo
crescido por 10 dias.

Ap0s repiques sucessivos, os fungos foram armazenados em tubos de ensaio
com meio BDA, identificados e mantidos a temperatura de 36 °C.

3.3 Ensaios de biodegradacdo com e sem a presenca do indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol (DCPIP) como aceptor de elétrons.

Objetivando iniciar os primeiros ensaios de degradacdo com fungos e
bactérias para observacdo dos microrganismos que apresentaram eficiéncia, optou-
se em utilizar o meio seletivo liquido BH (Bushhnell Haas) (Tabela 3), especifico para
crescimento de microrganismos que degradam hidrocarbonetos, o petréleo como
fonte de carbono, e o indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) para

selecéo inicial dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos de petréleo.
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3.3.1 Ensaios de biodegradacéao utilizando o petréleo como fonte de carbono — Meio

| = meio mineral (BH) . Petréleo

3.3.1.1 Preparo dos microrganismos - Bactérias

Na selecéo inicial utilizaram-se 155 bactérias isoladas das espécies vegetais
propostas. De acordo com a metodologia descrita em Dias (2007), as bactérias
foram estriadas em meio LB (Luria Bertani) em placa de Petri com crescimento de 24
horas, ap6s esse periodo retirou-se uma alcada e colocou-se em tubos de ensaio
contendo 3 mL do meio liquido LB (Luria Bertani), para crescimento, os tubos foram
levados para agitacdo em incubadora a 120 rpm a 30 °C por 5 horas. Apés este
periodo, os tubos foram retirados do agitador e com auxilio de uma pipeta retirou-se
1 mL do caldo bacteriano e foi reservado no tudo de 1,5 mL para leitura de
densidade 6ptica do crescimento celular da bactéria, que foi determinado para o
ensaio de densidade 6ptica (DO610nm) 1. Realizado a leitura em espectrofotbmetro
e constatado o crescimento celular bacteriano através da densidade Optica, iniciou-
se 0 ensaio de biodegradabilidade.

3.3.1.2 Preparo do ensaio com petroleo - Bactérias

Constatado o crescimento celular bacteriano foi retirado uma aliquota de 100
pL de caldo bacteriano e adicionado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de
meio seletivo liquido BH (Bushhnell Haas) e 500 uL petréleo como fonte de carbono.
Os frascos ficaram sob agitacdo em incubadora a 120 rpm a 30 °C por 10 dias. Todo

o procedimento foi realizado em triplicata para cada microrganismo (Figura 12).

Figura 12: Ensaio de biodegradabilidade. (A) Bactéria individualmente + meio seletivo BH (Bushhnell
Haas) + petréleo. (B) Controle: meio seletivo BH (Bushhnell Haas) + petroleo.
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Para o controle do experimento foi utilizado 100 mL de meio seletivo liquido
BH (Bushhnell Haas) e 500 uL de petréleo nas mesmas condicdes.

3.3.1.3 Preparo dos microrganismos - Fungos

Para a selecéo inicial utilizou-se 54 fungos isolados das espécies vegetais. Os
fungos preservados foram inoculados em placa de Petri com meio BDA (Batata
Dextrose e Agar) sintético devidamente preparado. As placas foram identificadas e
colocadas em incubadora a 30 °C, e permaneceram de 1 a 10 dias, sendo

observado diariamente o crescimento dos fungos.

3.3.1.4 Preparo do ensaio com petroleo - Fungos

Ap6s crescimento dos fungos, foram retirados trés in6culos padrées com o
auxilio de uma seringa de 3 mL esterilizada sem bico para serem introduzidos em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio seletivo liquido BH (Bushhnell
Haas) e 500 L petréleo como fonte de carbono (Figura 13).

Figura 13: Ensaio de biodegradabilidade. (A) Fungos individualmente + meio seletivo BH (Bushhnell
Haas) + petréleo. (B) Controle: meio seletivo BH (Bushhnell Haas) + petrdleo.

Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo em incubadora a 240 rpm em
temperatura ambiente (27+2°C) por um periodo de 10 dias. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata para cada microrganismo e observacdes constantes.
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Para o controle do experimento foi utilizado 100 mL de meio seletivo liquido

BH (Bushhnell Haas) e 500 uL de petréleo nas mesmas quantidades e condicoes.

3.3.2 Ensaio de biodegradacao utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol
- Meio Il = meio mineral + petroleo + DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol).

O segundo ensaio realizado para selecdo dos microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos foi o ensaio com o indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol.

A técnica de utilizagcdo do indicador redox 2,6-diclofenol indofenol (DCPIP)
para a verificagdo do potencial dos microrganismos em degradar hidrocarbonetos foi
desenvolvida por Hanson et al., (1993) e seu uso foi difundido ao longo dos anos. O
principio deste ensaio consiste no fato de durante a oxidacdo microbiana dos
hidrocarbonetos, elétrons sao transferidos até aceptores como gas oxigénio, nitratos
e sulfatos. Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, é
possivel verificar a capacidade dos microrganismos em utilizar hidrocarbonetos
como substrato pela observacdo da mudanca de cor do DCPIP de azul (oxidado)
para incolor (reduzido) (MARIANO et al., 2008) (Figura 14).

24h-48h

Forma oxidada Forma reduzida
(Azul) (Incolor)

Figura 14: Reacao redox realizada pelo indicador DCPIP
Fonte: http://web.usal.es/jmcsil/biblioteca/biofisica/unizar/FOTO.htm


http://web.usal.es/jmcsil/biblioteca/biofisica/unizar/FOTO.htm
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3.3.2.1 Preparo dos microrganismos - Bactérias

As bactérias foram preparadas para o ensaio conforme item 3.3.1.1.

3.3.2.2 Preparo do ensaio de biodegradacdo utilizando o indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol — bactérias

ApoGs leitura em espectrofotbmetro e constatado o crescimento celular
bacteriano através da densidade 6ptica, iniciou-se o ensaio de biodegradabilidade.
Utilizou-se 0,005 g do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) para 1 L de
meio BH (Bushnell-Hass). Em cada tudo de ensaio esterilizado, acrescentou-se 3
mL de meio BH (Bushnell-Hass) acrescido do indicador, 40 uL de petréleo, e 50 uL
do caldo bacteriano, sendo vedado com papel alumino. Os tubos foram mantidos
sob agitacdo em incubadora a 240 rpm em temperatura ambiente (27+2 °C) (Figura
15), por um periodo de 24 a 48 horas. O ensaio foi realizado em triplicata para cada

microrganismo.

Figura 15: Ensaio de biodegradacdo com bactérias. (A) Bactérias com 24 horas de crescimento. (B)
Crescimento celular bacteriano por 5 horas. (C), (D) e (E) Em cada tudo de ensaio esterilizado,
acrescentou-se 3 mL de meio BH (Bushnell-Hass) acrescido do indicador, 40 pL de petroleo, e 50 pL
do caldo bacteriano. Os tubos foram mantidos sob agitacdo em incubadora a 240 rpm em
temperatura ambiente (27+2°C).

3.3.2.3 - Preparo dos microrganismos - Fungos

Os fungos foram preparados para o ensaio conforme item 3.3.1.3

3.3.2.4 Preparo do ensaio de biodegradabilidade utilizando o indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol com fungos
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Apés crescimento do fungo, foram retirados trés inoculos padrbes com o
auxilio de uma seringa de 3 mL esterilizada sem bico para padroniza¢do do inéculo
no ensaio.

Para o preparo do ensaio de biodegradabilidade utilizou-se 0,005 g do
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) para 1 L de meio BH (Bushnell-
Hass). Em tubos de ensaio esterilizados foram adicionados 3 mL do meio acrescido
de indicador, 40 pL de petréleo, e um inéculo padronizado de fungo, sendo vedado
com papel aluminio e observados por um periodo de 24h (Figura 16). O experimento
foi realizado em triplicata para cada microrganismo. Para os meios de controle, os

tubos de ensaio continham 3 mL de meio Bushnell-Hass acrescido de indicador e

40uL de petrdleo, vedado com papel alumino nas mesmas condicdes.

Figura 16: Ensaio de biodegradacdo com fungos. (A) Fungos com 10 dias de crescimento. (B)
Inéculos patronizados de fungos. (C), (D) e (E) Em cada tudo de ensaio esterilizado, acrescentou-se
3 mL de meio BH (Bushnell-Hass) acrescido do indicador, 40 uL de petréleo, e 1 indculo de fungo. Os
tubos foram mantidos sob agitacdo em incubadora a 240 rpm em temperatura ambiente (2712 °C).

Os tubos foram observados na mudanca de sua coloracéo, por um periodo de

24 e 48 horas.

3.4 Identificacbes das amostras selecionadas - Bactérias

A identificacdo molecular foi realizada no Laboratoério de Tecnologia de DNA

da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.
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3.4.1 Identificacdo Fenotipica

As linhagens foram caracterizadas por meio de caracterizagcdo morfoldgica.
As seis bactérias isoladas e selecionadas de macréfitas aquéticas foram submetidas
a coloracdo de Gram para verificacdo do padrdao de coloracdo e morfologia
bacteriana. As culturas foram fixadas, seguidas de coloragdo com cristal violeta por
1min, lavando com um filete de 4gua ao término do tempo. Em seguida, adicionou-
se lugol por 1min, procedendo a lavagem com filete de agua apés o tempo. Lavou-
se com etanol 95%, seguido de lavagem com filete de 4gua. Corou-se por 30s com
contracorante fucsina, seguido de lavagem com filete de &gua e secagem em
temperatura ambiente (MATSUURA, 1992).

As laminas foram visualizadas em microscopio Optico com aumento de
1000x (10x ocular por 100x objetiva) com oleo de imersédo para verificacdo da
morfologia (TORTORA et al., 2008).

3.4.2 Extracdo de DNA Genbmico

A extracdo de DNA genbmico, foi realizada utilizando o meétodo
fenol/cloroféormio (SAMBROOK E RUSSEL, 2001) com algumas modificacdes.
Seguindo o protocolo, células bacterianas foram inoculadas em 3 mL de caldo LB
(Luria-Bertani), e deixadas para crescimento em incubador com agitacdo durante
24h a 30 °C e 150 rpm. Apos crescimento celular o material foi centrifugado a 12.000
rom por 2min para recuperacdo de células (repeticio de duas vezes para
concentracdo de 3 mL de cultivo). Para a etapa de lise celular o sedimento foi
ressuspendido em 1mL de tampao de extracdo (NaCl 100mM; EDTA 50nM; Tris-HCI
50mM com pH 8,0) e centrifugado a 12.000 rpm por 2min. Em seguida o material foi
ressuspendido em 300 uyL de tampao de extragdo, 30 uyL de enzima lisozima
(10mg/mL), 10 uL de RNAse (10mg/mL) para remogdao de RNAs da reacdo e
incubado durante 10min em temperatura ambiente. Foi adicionado 50 yL de Triton
X-100 10% e 30 pL de NaCl 3M e incubado em banho seco a 60 °C por 5min. Apos
a incubacao, foi acrescentado 20 yL de SDS 10% e 3mL proteinase K (10mg/mL),
para remocao proteica, o material foi homogeneizado e incubado durante 30min a 37
°C.
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Para o procedimento de lavagens das amostras, foi adicionado 450uL de
fenol, visando a desnaturacdo de proteinas tornando-as insollveis a fase aquosa,
onde se encontram os acidos nucleicos. O material foi agitado manualmente por
5min e centrifugado em 12.000 rpm por 2min. Neste processo formaram-se duas
fases, sendo que apenas a fase aquosa foi recuperada onde foi adicionado 450uL
de cloroférmio, para remocéo de residuos fendlicos e novamente centrifugados por
12.000 rpm por 2min. A fase aquosa formada na lavagem com cloroférmio foi
recuperada para a etapa de precipitacdo do DNA, na qual foi adicionada 30uL de
NaCl 3M e vagarosamente 1mL de etanol absoluto a -20 °C, novamente
centrifugado a 12.000 rpm durante 2min. O precipitado foi hidratado com 1mL de
etanol 70%, novamente centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriores e foi deixado
em repouso em fluxo laminar para secagem final por aproximadamente 15min. Apos
secagem, foi ressuspendido com 100uL de tampéo TE (Tris-HClI 10mM pH 7.5;
EDTA 1mM), incubado a 56°C por 15min e logo em seguida armazenado por 24h a -
20 °C. Para visualizacdo do DNA foi feita eletroforese em gel de agarose 0,8% em

seguida o gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL).

3.4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para Amplificacdo do Gene rRNA
16S

Para amplificacdo do gene 16S rRNA, foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores: 530 F (5'-TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMG CCG CGG -3) e 1492R
(5"-TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM YTT-3"). A reacdo de PCR
foi feita com volume total de 25uL (2,5uL de tampao 10X sem MgCI2; 2,5uL de
MgCl2 25mM; 2uL de dNTPs 2,5mM; 1uL de iniciador foward 5pmol/uL; 1uL de
iniciador reverso 5pmol/uL; 0,3uL de Tag DNA polimerase 5UuL, 14,7uL de agua e
1uL DNA bacteriano em diferentes diluigdes).

O sistema de amplificacéo foi realizado em aparelho termociclador (Applied
Biosystems, 96 Well), com desnaturac¢ao inicial a 95 °C por 2min, seguido por 30
ciclos com desnaturacdo de 94 °C por 40s; anelamento dos iniciadores a 58 °C por
40s e extensdo a 72°C por 2min, seguido de extensdo final de 72°C por 5min e
término da reacdo a 10 °C por tempo indeterminado. Apds a reacdo de amplificacéo,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% coradas com

0,5 pg/mL de brometo de etideo e fotografadas sob luz UV em fotodocumentador
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para verificagdo dos fragmentos 16S rRNA amplificados, tamanho e concentragéo
aproximada. O marcador padréo utilizado para verificar o tamanho das bandas foi
1kb ladder promega.

3.4.4 Purificacdo das Amostras de Produtos de PCR

Os produtos da PCR foram submetidos a purificacdo usando enzimas
ExoSap (exonuclease e fosfatase alcalina de camarao). 10uL do produto de cada
reacdo de PCR foram usados, na qual se adicionou 4uL de mix ExoSap
(exonuclease 10U/uL e Sap 1U/uL) nas propor¢des de 0,66uL/1uL de exonuclease e
0,34uL/pL de Sap. Incubou-se as amostras, primeiro por 15min a 37 °C e seguida
por 15min a 80 °C.

3.4.5 Sequenciamento da Regiao Génica rRNA 16S

Na reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit Applied Biosystems. Foram
utilizados 5uL de DNA purificado para cada iniciador. Em cada tubo de amostra,
adicionou-se 5uL de master mix (0,65 pyL de cada oligonucleotideo iniciador; 2uL de
tampéo [5X Tris-HCI 1M pH 9,0; MgCI2 1M]; 0,3uL de ABI BigDye; e 5uL de agua
deionizada estéril e filtrada). O volume final da reacdo de sequenciamento foi de
10uL. A reagao foi realizada em termociclador (Applied Biosystems, 96 Well) com o
seguinte perfil de temperatura: 1) desnaturacéo inicial de 96 °C; 2) 16 ciclos de
desnaturacdo a 96 °C por 10s, anelamento a 50°C por 15s e extensédo a 60 °C por
75s; 3) 6 ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 10s, anelamento a 50 °C por 15s e
extensdo a 60 °C por 90s; 4) 6 ciclos de desnhaturacdo a 96 °C por 10s, anelamento
a 50 °C por 15s e extensédo a 60 °C por 120s; 5) 10 °C para finalizar.

Apés a reacdo de sequenciamento foi feita a precipitacdo dos produtos
seguindo o protocolo de etanol/EDTA, adicionando-se sobre este 32,5uL de mix
Etanol/EDTA (2,5uL EDTA 125mM; 30uL de Etanol 100%), em seguida o material foi
agitado vagarosamente por inversdes de 3 a 4 vezes e deixado em repouso por
15min. O material foi centrifugado durante 25min em 2500 rcf a 4 °C. Imediatamente
apo6s a centrifugacdo, os pocos foram invertidos sobre um papel para secagem e
centrifugados por 1min a 100 rcf. Posteriormente, foi adicionado 30uL de etanol

70%, novamente o material foi centrifugado por 15min em 1450 rcf a 4 °C.
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Imediatamente apds a centrifugacdo, os pogos foram invertidos sobre um papel para
secagem e centrifugados por 1min a 100 rcf. Em seguida o material foi deixado em
estufa para incubacéo por 15min a 37 °C e, logo apés, foi ressuspendido em 10uL
de formamida e vagarosamente vortexado. Em seguida o DNA foi desnaturado em
termociclador a 95 °C durante 1min. Ao final as amostras foram submetidas a
eletroforese capilar em sequenciador (3130XL- Applied Biosystems DNA sequence).

As sequéncias obtidas foram submetidas a analise de bioinformatica para
obtencdo da tabela de qualidade de sequéncias, sequéncia foward, sequéncia
reverse e sequéncias contigs, usando programa Phred e Cap3 que estédo disponiveis
no site <http://www.biomol.unb.br/phph/index.html>. As sequéncias reverse-
complementar foram obtidas usando suite de manipulagdo de sequéncia
disponivel:< http://www.bioinformatics.org/>. A identificagdo molecular derivou do
alinhamento comparativo entre espécies obtidas no BLAST assumindo-se o0

percentual de confianga para identidade bacteriana (ID) a partir de 99%.

3.5 Identificacbes dos isolados selecionados - Fungos

A identificacdo molecular foi realizada no Laboratério de Tecnologia de DNA

da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.

3.5.1 Extracdo de DNA cromossomal total de fungos filamentosos

A fim de complementar a identificacdo dos fungos, utilizou-se o método para a
extracdo de DNA fenol/cloroformio. Apds o crescimento do fungo em meio liquido, o
meio de cultura foi filtrado em funil de buckner em papel filtro e separado do micélio.
Em seguida, o micélio foi macerado com pistilo e almofariz de porcelana com auxilio
de nitrogénio liquido até formar uma pasta homogenia. A pasta formada foi
transferida para um tubo eppendorf identificado, no qual acrescentou-se 1 ml de
tampéo de extracdo (SDS 10%, EDTA 0,5M, H,O Milig, TRIS-HCI pH 8, NaCl 5M).
Apds a maceracdo e o tampdo de extracdo, os tubos foram incubados no banho-
maria a 70°C por uma 1 hora. Apés esse periodo, as amostras foram retiradas do
banho-maria e centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. Apés a centrifugacao, o

sobrenadante foi coletado em um novo tubo eppendorf, indicando volume
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aproximado de 1 ml. Em um novo tubo com o sobrenadante, adicionou-se fenol na
mesma quantidade do sobrenadante. Os tubos foram agitados levemente para
misturar o fenol a amostra.

Depois de homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 14.000 rpm. Novamente, o sobrenadante foi coletado cuidadosamente e
transferido para outro tubo eppendorf. Ao tubo com sobrenadante, adicionou-se a
mesma quantidade do sobrenadante de clorofane (cloroférmio e fenol na proporgéo
1:1). Depois de adicionado o clorofane, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 14.000 rpm. Novamente, o sobrenadante foi coletado em um novo tubo
eppendorf e ao mesmo volume do sobrenadante, é adicionado clorofil (cloroférmio e
alcool isoamilico na proporcdo 24:1). Em seguida, o sobrenadante foi coletado
cuidadosamente e transferido para um novo tubo eppendorf. Depois de adicionado o
clorofil, os amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm e o
sobrenadante foi coletado em novo tubo eppendorf. Para precipitar o DNA, em cada
amostra, ao seu sobrenadante foi colocado 60% do seu volume de alcool etilico e
30% de seu volume de NaCl 5M. Todas as amostras foram homogeneizadas
levemente e colocadas no freezer por 10 minutos.

Apoés esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.000
rom. Em seguida, o sobrenadante de cada amostra foi descartado com muito
cuidado para que o pellet ndo fosse também descartado. A fim de limpar de modo
mais completo o pellet, adicionou-se 300 pl de alcool etilico 70% em cada amostra e
retirado em seguida. Depois desse processo, todos 0s tubos permaneceram
secando por 1 hora a 37 °C. Apds a secagem, aos tubos foram adicionados de 300 a
600 pl de TE, dependendo da viscosidade do liquido. As amostras foram guardadas

no freezer a -20 °C.

3.5.2 Quantificacdo do DNA

Para verificar a extracdo e estimar a concentracdo de DNA, foram colocados
5ul do DNA gendmico e 5ul de tampao TBE de amostra em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etideo 10mg/mL. Foi realizada a fotodocumentacdo das

imagens com auxilio de transluminador com luz ultravioleta.



81

3.5.3 Amplificagdo do DNA pela reacdo de PCR

Para a amplificagcdo, foram usados os primers do gene 5,8S rDNA e as
regides espacadoras ITS 1 e ITS 4. A reacao de amplificacdo de PCR foi realizada

conforme o protocolo descrito na tabela 4, sendo o volume final de 25 pL.

Tabela 4: Protocolo da reagdo de amplificacdo do PCR para fungos,
distinguindo somente o tipo de primers especificos

Reagentes 1 Reagdio (ulL) Concentraco
Agua deionizada autoclavada 7,7
Tp 5X 5,0 1x
MgCl, 25mM 2,5 2.5 mM
dNTP 2,5mM 2,5 2,5mM
Primer(F) 5 pmoles/uL 1,0 0,2 uL
Primer2(R) 5 pmoles/uL 1,0 0,2 uL
Taq 5U/uL 0,3 15U
DNA 10ng/uL 5,0
Total 25,0

A quantidade de DNA utilizado para a reacédo de PCR foi de 50 ng de DNA. O
programa utilizado foi programado com o seguinte perfil de temperatura,
desnaturacao inicial: 95 °C por 2 minutos; desnaturacdo: 94 °C por 40 segundos;
anelamento dos primers: 60 °C por 1 minuto; extenséo da fita: 72 °C por 2 minutos;
repeticdo das etapas de 2 a 4 em 35 ciclos; extenséo final: 72 °C por 5 minutos; e
°C: Forever.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose a 1% por cerca de uma hora e em seguida, corados por 20 minutos

com brometo de etidio 1%.

3.5.4 Sequenciamento do DNA por PCR ExoSAP (Exonuclease | + Fosfatase

Alcalina de Camaréo)

As enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina de Camaréo foram utilizadas
para limpar a reacdo de PCR de restos de primers que ndo foram incorporados ao
DNA. Essa reacéo de limpeza teve como volume final 28 ul para cada amostra: 20 pl
da amostra + 8 pl de ExoSAP (para cada 5ul da amostra, coloca-se 2 ul de
ExoSAP).
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O programa obedeceu as seguintes condi¢cdes de ciclagem, incubar a 37 °C
por 15 minutos e inativar ExoSAP a 80 °C por 15 minutos.

Em seguida, para a reagcdo de sequenciamento, 8ul do Mix (H20O, Primers e
BigDye) foram adicionados a 2 pl de DNA, com os reagentes listados na tabela 5.

Tabela 5: Protocolo da reacdo para a limpeza da reacdo por meio das enzimas
Exonuclease | e Fosfatase Alcalina de Camarao

Reagentes 1 Reacéo (pL)
Agua deionizada autoclavada 3,7
Tp 5X Buffer 2,0
Primerl(F) 2 uM 1,0
Primer2(R) 2 uM 1,0
ABI BigDye v 3.1 0,3
DNA 10ng/uL. 2,0
Total 10,0

O programa utilizado foi programado com o seguinte perfil de temperatura:
desnaturacao inicial: 96 °C por 60 segundos; desnaturacdo: 96 °C por 10 segundos;
anelamento dos primers: 50 °C por 15 segundos; extensao da fita: 60 °C por 75
segundos; repeticdo das etapas de 2 a 4 em 15 ciclos; desnaturagao: 96 °C por 10
segundos; anelamento dos primers: 50 °C por 15 segundos; extensao da fita: 60 °C
por 90 segundos; repeticdo das etapas de 6 a 8 ciclos e desnaturacéo: 96 °C por 10

segundos.

3.5.5 Reacao de sequenciamento

Apos a “limpeza” da reagdao de PCR de restos de primers, a reacdo para o
sequenciamento seguiu 0 seguinte protocolo para precipitacdo de placa em
sequenciador ABI. O volume do produto de reacédo de sequenciamento foi de 10y,
adicionar 2,5 yul de EDTA Mm, 30 pul de alcool etilico absoluto, seguido pela agitacéo
em vortex. Apds esse processo a placa ficou em repouso por 15 minutos, seguindo
pela centrifugacdo por 30 minutos a 2500 rcf a 4°C. Seguido da centrifugacdo a
placa foi invertida em papel toalha e novamente centrifugada por um minuto a 100
rcf. Foi adicionado 30 pl de alcool etilico diluido a 70% em cada poco e centrifugado
novamente por 15 minutos a 1650 rcf. Apds a centrifugacao, a placa foi invertida em

papel toalha e centrifugada por um minuto a 100 rcf. As placas foram secas ao
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abrigo da luz, por uma hora a temperatura ambiente. Apds esse processo as
amostras foram ressuspensas em 10 pl de formamida HiDi e levemente vortezadas.
As amostras foram desnaturadas em termociclador por 2 minutos a 95 °C para
injecao.

3.5.6 Andlise de dados

A fim de verificar a qualidade das sequéncias nucleotidicas, as ferramentas
usadas foram: Andlise via PHRED (verificacdo da qualidade das sequéncias);
BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (The National Center for
Biotechnology Information) para analise de similaridade com bancos de dados.

3.6 Petrdleo e oleo diesel utilizados no ensaio de biodegradacéao

No experimento utilizou-se o petrdleo cru e 6leo diesel proveniente da Base
Petrolifera de Urucu, Amazonas, Brasil. O petrdleo € considerado leve e de alta
gualidade (LOPES et al., 2005). As dosagens de petroleo foram utilizadas conforme

descrita por Batista (2009) com adaptacoes.

3.7 Producéo e ensaio de degradacédo por consoércios microbianos, através da
técnica de bioaumento, com potencial em degradar 6leo diesel nas aguas do

rio Negro.

Por meio dos ensaios iniciais de biodegradabilidade com 155 bactérias e 54
fungos, foram selecionados 0s microrganismos que apresentaram maior eficiéncia
em degradar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), dentre eles
destacaram-se seis bactérias e sete fungos. As cepas selecionadas de fungos e
bactérias a partir dos ensaios preliminares constituiram consorcios microbianos,
visando avaliar a capacidade que 0s microrganismos em conjunto possuem em
degradar 6leo diesel nas aguas do rio Negro.

Os experimentos com 0s ensaios dos consorcios, denominados de técnica de

bioaumento, foram desenhados conforme tabela 6.
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Tabela 6: Especificacbes e producdo de consdrcios microbianos através da
técnica de bioaumento

N° | Consoércio Especificacdes

01 | Bactérias 40mL de &gua do rio Negro + 40uL de diesel +
consorcio de bactérias.

02 | Fungos 40mL de &gua do rio Negro + 40uL de diesel +
consorcio de fungos.

03 | Controle | 40mL de &gua do rio Negro + 40pL de diesel

04 | Controle Il 40mL de meio liqguido BH (Bushnell-Hass) +

40uL de diesel

01 | Misto (Fungos e Bactérias) | 80mL de agua do rio Negro + 80uL de diesel +
consorcio de bactérias e consocio de fungos.

02 | Controle | 80mL de agua do rio Negro + 80pL de diesel
03 | Controle Il 80mL de meio liquido BH (Bushnell-Hass)+ 80uL
de diesel

Apo6s 15 dias de incubacdo o ensaio foi encaminhado para extracdo liquido-
liquido dos HPAs.

3.7.1 Coleta da agua do rio Negro para realizar ensaio de biodegradacdo por

consorcios microbianos.

Um dos componentes para a realizacdo dos ensaios foi a agua do rio Negro,
com o objetivo de aproximar o maximo possivel do ambiente de estudo, com o
cultivo de um microcosmo.

O local escolhido foram as mediacdes da area da praia do Tupé, pois 0
ambiente apresentava pouca interferéncia humana. A agua foi coletada com auxilio
de uma garrafa de profundidade VAN DORN, que devido a sua robustez e nenhum
contato da amostra com metal as condices de temperatura e estabilidade de
valores de pH entre 4,3 e 5,2 da 4gua apresentaram-se estaveis para o ensaio. A
coleta foi realizada em uma profundidade de aproximadamente 5 metros da

superficie (Figura 17).
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Figura 17: Coleta da agua no rio Negro nas mediacdes da area da praia do Tupé.

3.7.2 Bactérias utilizadas no consoércio

As bactérias isoladas e selecionadas das macrofitas aquaticas foram: B123,
B121, B41, B132, B102 e B139 e preparadas para o ensaio conforme item 3.3.1.1.

3.7.3 Producéao e ensaio do consorcio de bacterias com potencial em degradar 6leo

diesel em aguas do rio Negro.

Constatado crescimento celular bacteriano através da densidade Optica
(DO610nm) 1, iniciou-se o consorcio.

Conforme metodologia descrita por Batista (2009) com adaptacdes, de cada
bactéria retirou-se aliquotas 50 pL de caldo bacteriano e foram colocadas em tubo
eppendorf de 2,0 mL para formulacdo do consércio. As aliquotas foram
centrifugadas em centrifuga PROLAB 6200 rpm por 10 minutos a 12000 rpm. ApGs
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado (células) ressuspenso
com 1 mL do meio liquido BH (Bushnell-Hass).

As aliquotas de 1 mL de bactérias comp8e o consoércio, e este foi adicionado
em Erlenmeyers de 125 mL com 40 mL de agua do rio Negro e 40 pL de 6leo diesel.
Apoés preparo do consorcio bacteriano os Erlenmeyers foram vedados com papel
alumino e mantidos sob agitacdo em incubadora a 120 rpm em temperatura
ambiente (27+2 °C) por um periodo de 15 dias. O experimento foi realizado em

triplicata.
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Para o consorcio bacteriano foram utilizados dois controles, o primeiro em
Erlenmeyers 125 mL, acrescentou-se 40 mL de agua do rio Negro e 40uL de dleo
diesel, para o segundo controle em Erlenmeyers 125 mL acrescentou-se 40 mL de
meio liquido BH (Bushnell-Hass) e 40uL de 6leo diesel, seguindo as mesmas

condi¢cBes do consorcio e com triplicata para o ensaio (Figura 18).

Figura 18: Produgdo de Consorcio: (A) Consoércio de bactérias, composto por seis bactérias + agua
do rio Negro + diesel. (B) Controle: agua do rio Negro + diesel. (C) Controle: meio seletivo BH
(Bushhnell Haas) + diesel.

Apos 15 dias o ensaio foi encaminhado para extracdo liquido-liquido dos
HPAs.

3.7.4 Fungos utilizados no consorcio

Os fungos isolados e selecionados das macréfitas aquaticas foram: F17, F24,

F5, F53, F31, F36 e F14 e preparados para o ensaio conforme item 3.3.1.3.

3.7.5 Produgéo e ensaio do consorcio de fungos com potencial em degradar 6leo

diesel nas aguas do rio Negro.

Apos crescimento dos fungos, foram retirados com auxilio de uma seringa de
3 mL esterilizada, sem bico, um in6culo padronizado de cada fungo selecionado

para serem introduzidos no consorcio.
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Os sete fungos fizeram parte do consorcio, os indculos retirados de cada um
dos fungos foram inoculados em Erlenmeyers de 125 mL com 40 mL de agua do rio
Negro e 40 pL de 6leo diesel. ApGs preparo do consércio dos fungos os Erlenmeyers
foram vedados com papel aluminio e mantidos sob agitacdo em incubadora a 120
rpm em temperatura ambiente (27+2 °C) por um periodo de 15 dias. O experimento
foi realizado em triplicata para os experimentos.

Para o consorcio dos fungos foram utilizados dois controles, o primeiro em
Erlenmeyers 125 mL, acrescentou-se 40 mL de agua do rio Negro e 40uL de dOleo
diesel, para o segundo controle em Erlenmeyers125 mL acrescentou-se 40 mL de
meio liquido BH (Bushnell-Hass) e 40uL de o6leo diesel, seguindo as mesmas

condi¢Bes do consorcio e com triplicata para cada controle (Figura 19).

Figura 19: Producgéo de Consoércio: (A) Consorcio de fungos composto por sete fungos + agua do rio
Negro + diesel. (B) Controle: agua do rio Negro + diesel. (C) Controle: meio seletivo BH (Bushhnell
Haas) + diesel.

Apos 15 dias o ensaio foi encaminhado para extracdo liquido-liquido dos
HPAs.

3.7.6 Producao e ensaio do consorcio misto de microrganismo composto de fungos

e bactérias.

Para a composicdo do consorcio misto foram utilizadas as seguintes
bactérias: B139, B102, B132, B41, B121 e B123. As bactérias foram preparadas
para o ensaio conforme itens 3.3.1.1., complementando o consorcio misto os fungos
utilizados foram: F17, F24, F5, F53, F31, F36 e F14, para a composi¢cdo do

consorcio. Os fungos foram preparados para o ensaio conforme item 3.3.1.3.
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3.7.7 Producéo de consorcio misto (fungos e bactérias) com potencial em degradar

Oleo diesel nas aguas do rio Negro.

Para a composi¢do do consorcio misto utilizou-se a composicdo de 1mL de
bactérias, conforme item 3.7.3 e os indculos retirados de cada um dos sete fungos,
conforme item 3.7.5. Em Erlenmeyers de 125 mL acrescentou-se 80 mL de agua do
rio Negro, a composicdo de 1 mL de bactérias e sete in6culos de fungos e mais 80
pL de dleo diesel. Apds preparo do consércio misto, os Erlenmeyers foram vedados
com papel alumino e mantidos sob agitacdo em incubadora a 120 rpm em
temperatura ambiente (27+2 °C) por um periodo de 15 dias. O experimento foi

realizado em triplicata (Figura 20).

Figura 20: Produgdo de Consércio: (A) Consorcio misto: composto por sete fungos e seis
bactérias + agua do rio Negro + diesel. (B) Controle: agua do rio Negro + diesel.

Para o ensaio do consorcio microbiano misto foram utilizados dois controles, o
primeiro em Erlenmeyers125 mL, acrescentou-se 80 mL de agua do rio Negro, 80 pL
de d6leo diesel e para o segundo controle em Erlenmeyers125 mL acrescentou-se 80
mL de meio liguido BH (Bushnell-Hass) mais 80uL de oleo diesel, seguindo as
mesmas condi¢des do consorcio de bactéria e consoércio de fungo com triplicata para
0 ensaio. O objetivo do controle Il é verificar a interferéncia da microbiota presente

na agua do rio Negro.
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3.8 Quantificagdo dos HPAs nos ensaios de biodegradacdo do diesel por

consoércios microbianos

As andlises foram realizadas na Universidade do Estado do Amazonas, no
Nucleo de Apoio Instrumental de Analises Quimicas e Bioldgicas (NAI).

Os HPAs do diesel foram quantificados por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG/ EM). Os ensaios analisados foram do consorcio de
bactérias conforme item 3.7.3, consorcio de fungos conforme item 3.7.5 e consorcio
misto (F/B) conforme item 3.7.7.

3.8.1 Solventes e padrdes utilizados

Os solventes e reagentes utilizados no experimento para extragdo foram:
hexano, diclorometano, fenantreno-d10, fluoranteno-d10, e sulfato de sédio anidro.

A solucao padréao dos surrogates foi composta por dois HPA's deuterados, 0
naftaleno-d8 e o fenantreno-d10, na concentracdo de 1000 ug.mL™. E a solucéo do
padrao interno (PI) foi preparada com fluoranteno deuterado (Flu-d10) a 500 ug.mL™.
A escolha destes compostos como surrogate e PIl, ocorreu devido a semelhanca
entre as suas caracteristicas estruturais e as dos analitos.

Para a quantificacdo e identificacdo dos compostos foi utilizada uma solucéao
padrdo de 18 HPAs (Polynucear Aromatic Hydrocarbons Mix - Supelco Analytical,
47543-U/ 2000ug/mL em CgHg:CH,CI;), com 99% de pureza, da marca Sigma
Aldrich contendo: Naftaleno; 2-metilnaftaleno; 1-metilnaftaleno; Bifenil, Acenatftileno;
Acenafteno; Fluoreno; Fenantreno; Antraceno; Fluoranteno; Pireno;
Benzo[a]antraceno; Benzo[b]fluoranteno; Benzo[k]fluoranteno; Benzo[a]pireno;
Indeno[1,2,3-c,d]; Dibenzo[a.h]antraceno; Benzo[g.h.i]perileno.

Neste ensaio foi utilizado o diesel que € um derivado do petréleo com menos
interferentes para as analises de cromatografia e apresenta o mesmo perfil de

constituinte de hidrocarbonetos aromaticos que o petroleo.

3.8.2 Extracéo liquido — liquido dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

A extracdo dos HPA foi realizada pelo métodode extracdo liquido-liquido.

Antes de iniciar o processo, foi adicionado na amostra 50 pL do padrao surrogate (1
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mg/mL) e agitado em Voértex, para homogeneizacdo da amostra com os padrdes.
ApOs este procedimento, a extracao iniciou-se com a adicdo de 30 mL da mistura de
solventes, seguida de agitacdo em Vértex por um minuto no modo continuo.

O surrogate servird para verificar possiveis perdas dos constituintes das
amostras durante o processo de extragao, visando obter a porcentagem de
recuperacdo do método.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) do diesel presente nas
amostras foram extraidos com 80 mL da mistura de solventes hexano e
diclorometano para as amostras de 40 mL e 160 mL da mistura de solventes hexano
e diclorometano para as amostras de 80 mL, na proporgéo 3:2 (v/v). As misturas de
solventes foram adicionadas nas amostras e agitada no ultra-turrax a 14.500 rpm por
2 minutos, com trés repeticbes para retirada da fase organica. Apdés agitacédo
vigorosa e a separacéao das fases, foi retirada a fase organica contendo o composto
de interesse para um erlemeyer. Foram feitas trés extracdées em cada amostra ou
até atingir a eficiéncia da extracdo verificada pela técnica de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) com revelacdo na luz ultravioleta. Acrescentou-se sulfato
de sédio anidro no erlemeyer contendo a fase organica, para retirada de agua
remanescente. Em seguida as amostras secas foram filtradas em um funil e papel
de filtro para um baldo de fundo chato. O filtrado foi concentrado em evaporador

rotativo até 900 uL para concentracdo das amostras até 1 mL (Figura 21).

Adigdo de Surrogate (Padrdes
deuterados) + Mistura de

cenhiantac

CDD-UV: Eficiéncia e
final da extragdo

CG/EM (Shimadzu PQ2010 Plus):
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Adicgo Evaporador rotativo:
de Pl Concentragdo da amostra

Figura 21: Processo de extracdo com o sistema Ultra- turrax, adaptado de Passarini (2011)

Identificacdo e auantificacio dos HPA
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ApGs a concentracdo dos extratos foi adicionado o P.l. (Padréo Interno), para
verificacdo e comparacao se ocorreram perdas dos compostos das amostras.

As amostras concentradas foram analisadas por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG/EM).

3.8.3 Condi¢bes Cromatograficas

Foi utilizado um Cromatégrafo a Gas (Shimadzu 2010) equipado com
Autosampler Shimadzu AOC-20i e Espectrometro de Massas (CG-EM Shimadzu QP
2010 Plus). O equipamento operou no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM
— single ion monitoring) (70eV). No CG foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida RESTEK RTX-5MS 30m x 0,25 mm de diametro interno e 1 pm de filme
interno formada por 5% de difenil e 95% de dimetil-polissiloxano .

A rampa de temperatura utilizada na separacdo dos compostos iniciou em
40°C mantendo-se em isoterma por um minuto, seguido de uma rampa de
aquecimento na taxa de 20 °C/min até 60 °C, depois 5 °C/min até 260°C e 10 °C/min
até 280°C com isoterma de um minuto, finalizando com 45 min de tempo de corrida
(Figura 22).
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Figura 22: Rampa analitica da variacdo de temperatura utilizada nas andlises das amostras,
dos ensaios de biodegradacdo de HPA, por Cromatografia Gasosa.

A temperatura do injetor foi 270 °C no modo splitiless, com Sampling Time
ajustado a 1mim. Modo do fluxo ajustado para velocidade linear, com pressdo de
101.5 kPa; fluxo total 95.2 ml/mim; fluxo da coluna 1.81ml/mim; velocidade linear a

48.5 m/sec; fluxo de purga com 3.0 ml/min e Split ratio 50.
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As temperaturas da fonte de ions e da interface do espectrébmetro de massas,
ambas foram de 250°C, com tempo de corrida do corte do solvente para 3 minutos.
A voltagem dos detectores foi definida de acordo com o tunning fixado para o
meétodo.

Foi injetado 1 uL do extrato com Pl em CG/EM e obtidos os cromatogramas.

Os HPAs foram identificados pela comparacéao entre os tempos de retencéo,
obtidos nos cromatogramas, dos compostos da amostra e da mistura de padroes,
e/ou pela massa do ion molecular principal (Tabela 7).

Tabela 7: 18 HPAs constituintes da mistura de padrdes utilizados para
identificar e quantificar os HPAs, e seu respectivo ion molecular

HPA fon HPA fon
Naftaleno 128 Fluoranteno 202
2-metilnaftaleno 142 Pireno 202
1-metilnaftaleno 142 benzo(a)antraceno 228
Bifenil 154 benzo(b)fluoranteno 252
Acenaftileno 152 benzo(k)fluoranteno 252
Acenafteno 153 benzo(a)pireno 252
Fluoreno 166 indeno(1,2,3-c,d)pireno 276
Fenantreno 178 dibenzo(a,h)antraceno 278
Antraceno 178 benzo(g,h,i)perileno 276

3.8.4 Quantificacdo dos HPA do diesel dos ensaios de biodegradacéo

Os HPA foram quantificados pelo método da padronizacdo interna. A
guantificacéo foi realizada pela area do pico de cada composto e a curva analitica de
padrdes. Considerando-se a correcdo da area, pelo fator de resposta obtido, em
relacéo a area do surrogate e do padréo interno (PI).

A solucdo dos padrdes foi injetada em CG/EM para o desenvolvimento do
método de andlise e da rampa de temperatura no CG. Apds varias tentativas de
analise, o metodo foi otimizado e os tempos de retencdo dos compostos foram
establecidos.

Utilizando o método desenvolvido, foram injetadas as solu¢des da curva

analitica e as amostras. ApOs a injecdo foram obtidos os cromatogramas com as
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areas dos compostos. Inicialmente, foram utilizadas as areas dos surrogates e do Pl
para determinar a eficiéncia do método, isto €, verificar o quanto do padréo
surrogate, que foi submetido ao processo de extracéo, foi recuperado em relagéo ao
PI adicionado no final da extracdo. A porcentagem de recuperacao foi obtida pela
Equacéao 1.

Area do Padrio Surrogate

Recuperacio (%) = < 100 Equacéo 1

Area do Padrio Interno

A partir da porcentagem de recuperacao dos surrogates foi obtido o fator de
correcao, a fim de corrigir as areas dos compostos de possiveis perdas ocorridas
durante o processo de extracdo. Apds a correcdo da area dos compostos, foram
determinadas as concentracdes finais, através da equacdo da reta gerada pela
curva analitica de cada composto. Assim, foram calculadas as concentracfes
individuais dos HPAs e a partir destas foi obtida a somatéria dos HPAs (XHPAs
totais) das amostras e dos controles.

A partir das concentracdes dos HPAs individuais e totais foi calculada a Taxa

de biodegradacéo (Taxa%) dos microrganismos, conforme a Equacao 2.

(Média HPA Controle - HPA Amostra) x 100
Equacéo 2

Biodegradacio (%) =

Meédia da HPA Controle

3.8.4.1 Curva analitica

A partir da solucédo padrao do Mix de 18 HPAs foi estabelecida uma curva
analitica com seis concentracdes conhecidas (1, 5, 10, 15, 20 e 30 ug.mL™). As
concentracfes dos pontos da curva analitica foram escolhidas de acordo com a faixa

estimada para as concentracdes das amostras. As areas dos picos obtidos no
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CG/EM foram integrados por um sistema de aquisicdo de dados, determinando o
fator de resposta, os indices de retencdo e as curvas para cada composto. A partir
da curva dos analitos, foi obtida a equacdo da reta (y=ax+b) e o valor de R O
indice de correlacdo linear de Pearson foi igual ou superior a 99% (r2 = 0,996).
Conforme observa-se nas curvas dos compostos estudados (Figuras 23, 24, 25, 26
e 27)
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Figura 23: Curva de calibracdo do Naftaleno baseado em diferentes concentracdes.
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Figura 24: Curva de calibracdo do 2-metil naftaleno baseado em diferentes concentragdes.
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Figura 25: Curva de calibracdo de 1-metil naftaleno baseado em diferentes concentragdes.
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Figura 26: Curva de calibracdo de alquil-naftaleno baseado em diferentes concentrages.
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Figura 27: Curva de calibracédo do e alquil-naftaleno baseado em diferentes concentracoes.
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3.8.4.2 Controle de Qualidade Analitica

O controle de Qualidade Analitica consiste em um conjunto de
procedimentos, técnicas e estratégias para assegurar maior confiabilidade aos
resultados analiticos. Através da leitura de amostras padrfes determina-se a
precisdo, exatiddo e a recuperacdo dos processos analiticos que estdo sendo
utilizados (WADE & CANTILLO, 1994).

No controle de qualidade deste trabalho foram realizados o0s seguintes
procedimentos:

Foram utilizados os padrdes Surrogate e o Padréo Interno (Pl) que devem
ser compostos quimicamente inertes, que se assemelham aos compostos
analisados e ndo causam interferéncias. Devem ser compostos que nao ocorrem na
natureza (geralmente fluorados e deuterados), aléem de terem tempo de retencéo,
espectros diferentes dos analitos e eluir em uma area representativa do
cromatograma.

Os Surrogates sdo sempre adicionados na amostra antes da extracdo e
analise para monitorar todas as perdas dos processos, que ocorrem por efeitos
incomuns da matriz, erros grosseiros de processamento da amostra.

A recuperacdo dos surrogates € feita de maneira indireta, através da adicao
do Pl na amostra, ao final da extracdo. A area do Surrogate € relacionada com o a
area do PI, obtendo-se as perdas do processo e os fatores de correcédo. Assim, as
areas dos compostos analisados, antes de serem quantificados, foram corrigidas
através do fator de correcéo.

As amostras em triplicata foram utilizadas para avaliar a precisdo analitica do
método, servindo de controle para os erros de manuseio.

Os controles foram utilizados para obtermos as concentracdes dos HPAs do
diesel adicionados no ensaio, sem a interferéncia dos microrganismos. Foram

utilizados para obtermos as taxas de biodegracdo dos HPAs.
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3.9 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico BioEstat
5.0.

3.10 Ensaio de toxicidade utilizando espécies de Artemia salina

Ap6s cada periodo de incubacdo para a realizacdo dos ensaios de
biodegradacao foram colhidas aliquotas dos sobrenadantes para a realizacdo dos
ensaios de toxidade. As amostras utilizadas foram aliquotas dos extratos dos

consorcios de bactérias, fungos e consoércio misto composto por fungos e bactérias.

3.10.1 Preparo e cultivo das Artemia salina

O ensaio de toxicidade com espécies de Artemia salina foi descrito conforme
Atayde (2008).

1) Preparo da solucdo SM3%

Preparou-se uma solucdo de sal marinho nado-iodado 3% (SM3%). Em
Erlenmeyers de 500 mL acrescentou 100 mL de agua destilada e 3 g de NaCl
ajustou-se o pH para 6,5, sendo considerado 6timo para eclosdo dos cistos e
crescimento das larvas. ApOs preparo a solucdo foi esterilizada em autoclave a

121°C, durante 15 minutos.

2) Preparo dos cistos comerciais de Artemia salina

Os cistos comerciais foram mantidos na geladeira, dessa forma, retirou-se 15
minutos antes para 0 manuseio, pesou-se 100mg (0,1g) e semeou-se este
guantitativo em 100 mL de solu¢do SM3% contido em Erlenmeyers de 500 mL. Os

Erlenmeyers foram levados para agitacdo em agitador regulado a 30°C e 140
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rpm.min™, durante 28 horas, sob iluminacdo constante de luminaria de bancada

acoplada lampada de 40 watts.
3) Coleta das larvas de Artemia salina

Apos crescimento das larvas, transferir 200 ym da suspensao para uma placa
de Petri previamente esterilizada, e com auxilio de uma micropipeta regulada para
10 um retirar

uma larva a cada pipetagem, observada com microscépio

estereoscopio. Ao final deverdo ser colocadas 10 larvas num volume de 100 pm.

4) Preparo das concentracfes-teste para determinacdo de CLsp (concentragéo letal
meédia)

Para a realizacdo do referido ensaio, utilizou-se diferentes concentracbes

aquosas, conforme tabela a seguir:

Tabela 8: Ensaio de toxicidade com Artemia salina em concentracdes de 1,56 a
50%

Concen- 100% | Agua 0%

tracOes Controle | Controle 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125% 1,56%
negativo | positivo

SMS% 1700 pL | 1700 pL | 1700 pL | 1700 pL | 1700 pL | 1700 pL 1700 pL | 1700 pL

Extrato 200 pL -| 100 pL 50 pL 25puL | 12,5pL 6,25 pL 3,12 L

Agua

purificada -| 200pL | 100pL | 150pL | 175pL | 187,5uL | 193,75uL | 196,88uL

Susp. de

larvas 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Volume 2000 pL | 2000 pL | 2000 pL | 2000 pL | 2000 pL | 2000 pL 2000 pL | 2000 pL

final (2mL) emL) | (2mL) (2mL) (2mL) (2mL) (2mL) (2mL)

O procedimento foi realizado em placas multipocos, que foram colocadas as
concentracbes definidas e identificadas com o volume final para 2 mL e com 10

larvas de Artemia salina em cada poco (Figura 28).
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Figura 28: Etapas do ensaio de toxicidade com Artemia salina. (A) Consorcio de microrganismos com
15 dias de incubacéo. (B) Extratos filtrados em millipore 0,25um. (C) Artemia salina com 28 horas de
incubacéo. (D) Multipogos com as concentracdes dos extratos e 10 Artemias salina em cada pocgo.

Ap0s 28 horas foi determinada, sob iluminacdo constante, a mortalidade dos
nauplios de Artemia salina. A observacédo foi realizada com auxilio de microscépio

estereoscopio para verificar a imobilidade das larvas.

5) Determinacéo do grau de toxicidade

A determinacdo do grau de toxicidade dos extratos foi baseado na

mortalidade das larvas de Artemia salina, conforme tabela 9.

Tabela 9: Classificacdo da toxicidade de extratos de acordo com a mortalidade
das larvas Artemia salina

MORTALIDADE (em%) CLASSIFICACAO (SIGLA)
0-9% N&o toxico (NT)
10 — 49% Ligeiramente toxico (LT)
50 — 89% Toxico (T)
90 — 100% Altamente toxico

Fonte: Harwig; Scott (1971)

Com os dados de mortalidade obtidos, determinou-se a CL50 (concentracéo
letal média), isto €, a concentracdo que causa mortalidade dos organismos em 24
horas. A determinacdo da CL50 foi efetuada mediante critérios estabelecidos por
Dolabela (1997), conforme Tabela 10.
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Tabela 10: Classificacdo da toxicidade de extratos vegetais de acordo com a

CLsp em larvas Artemia salina.

MORTALIDADE (em %)

CLASSIFICACAO DA TOXICIDADE

Menor que 80 pg/mL
80 — 250 pg/mL
Maior que 250 pg/mL

Alta
Moderada
Baixa ou nula

Fonte: Dolabela (1997)

Dolabela (1997) estabeleceu critérios para a classificagdo da toxicidade de

um composto, baseando em estudos de atividades antitumoral e anti-Trypanossoma

cruzi, conforme concentracdo do extrato e a mortalidade dos microcrustaceos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento seletivo de bactérias e fungos epifiticos e endofiticos de

macrofitas aquaticas

As macrofitas aquaticas coletadas foram identificadas no Instituto de
Pesquisa da Amazoénia (INPA), como: Eichornia crassipes (Mart.) Solms, Ichnanthus
calvescens Ddll e Cyperus ligularis L.

Destas espécies, designadas como plantas hospedeiras, foram isoladas 155
linhagens de bactérias (Tabela 11) e 54 linhagens de fungos (Tabela 12) em meio
seletivo liquido BH (Bushhnell Haas) acrescido de petrdleo. Dentre as bactérias, 97
foram isoladas de origens epifiticas e 58 de origens endofiticas. Dentre os fungos,
30 foram de origens epifiticos e 24 de origem endofiticos.

A partir de fragmentos das folhas da espécie Eichornia crassipes (Matrt.)
Solms (Pontederiaceae), foi obtida a maior quantidade de microrganismos epifiticos.
Os enddfitos foram isolados em maior numero a partir de fragmentos das flores da

espécie Cyperus ligularis L. (Cyperaceae).

Tabela 11: Isolamento de bactérias epifiticas e endofiticas a partir das espécies
vegetais Eichornia crassipes (Mart.) Solms Ichnanthus calvescens DAdll
(Poaceae) e Cyperus ligularis L. (Cyperaceae)

Eichornia crassipes | Ichnanthus calvescens | Cyperus ligularis L.
Origem (Mart.) Solms Doll (Poaceae) (Cyperaceae) Total
EP* EN** EP* EN** EP* EN**
Folhas 24 - 16 16 06 08 70
Raizes 15 07 18 04 11 07 62
Flores - - - - 07 16 23
Total 39 07 34 20 24 31 155

*EP: Microrganismos Epifiticos obtidos por meio de esfregaco; **EN: Microrganismos Endofiticos
obtidos ap6s a desinfeccao superficial.
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Tabela 12: Isolamento de fungos epifiticos e endofiticos a partir das espécies
vegetais Eichornia crassipes (Mart.) Solms Ichnanthus calvescens Ddll
(Poaceae) e Cyperus ligularis L. (Cyperaceae)

Eichornia crassipes | Ichnanthus calvescens | Cyperus ligularis L.
Origem (Mart.) Solms Doll (Poaceae) (Cyperaceae) Total
EP* EN** EP* EN** EP* EN**

Folhas 09 05 - - 04 03 21
Raizes - 07 - - 03 02 12
Flores - - - - 05 07 12
Caule - - - - 09 - 09

Total 09 12 - - 21 12 54

* EP: Microrganismos Epifiticos obtidos por meio de esfregago; ** EN: Microrganismos Endofiticos
obtidos ap6s a desinfeccao superficial.

N&o foram isolados fungos a partir da espécie Ichnanthus calvescens Doll. As
amostras de Cyperus ligularis L. deram origem a 21 fungos epifiticos e 12
endofiticos e as amostras de Eichornia crassipes (Mart.) Solms deram origem a 09
fungos epifiticos e 12 endofiticos.

O total geral de microrganismos obtidos a partir dos trés hospedeiros em
estudo foi de 209 isolados sendo 155 bactérias e 54 fungos, provenientes das
plantas coletadas em aguas do rio negro, aparentemente poluidas por derivados de
petroleo. Este resultado esta de acordo com dados de outros trabalhos
desenvolvidos com macrdéfitas aquaticas na Amazodnia destacando o potencial
desses microrganismos. Batista (2009) isolou 71 bactérias, sendo 42 epifiticas e 29
endofiticas, oriundas de folhas, caules, bulbos e raizes de Eichornia crassipes
coletadas em local com residuos de petréleo, outro trabalho desenvolvido na regido
foi descrito por Elias et al., (2009) que isolou a partir da macrofita aquatica
Eichhornia crassipes na Amazonia 49 linhagens de fungos, sendo 27 epifiticos e 22
endofiticos. Todos os isolados foram provenientes de plantas encontradas em

ambientes contaminados com petréleo e derivados.
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4.2 Ensaios de biodegradabilidade com e sem a presenc¢a do indicador redox

2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) como aceptor de elétrons.

Todos 0s microrganismos isolados foram ensaiados para verificacéo da real
capacidade de degradar hidrocarbonetos de petroleo. Entre o total de 209 avaliados

foram selecionados seis bactérias e sete fungos (tabela 13).

Tabela 13: Microrganismos, fungos e bactérias, selecionados por apresentarem
atividade como degradadores de hidrocarbonetos de petrdleo

Cédigo dos ***Meio | ***Meio Il
Microrganismos B* / F** T L xwkwkx T kkkknn
B 139 6 dias 24 h
B 102 6 dias 24 h
B 132 6 dias 48 h
B 41 6 dias 24 h
B 121 6 dias 24 h
B 123 6 dias 48h
F17 10 dias 24 h
F 24 10 dias 24 h
F5 10 dias 48 h
F 53 10 dias 24 h
F 31 10 dias 24 h
F 36 10 dias 24 h
F14 10 dias 24 h

*B: Bactérias; **F: Fungos; ***Meio |I: meio mineral + Petréleo; ****Meio |l: meio mineral + petréleo +
DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol); ******T1: tempo necesséario, em dias para visualizacdo do aspecto
do meio, indicando atividade de degradacéo; ******T2: tempo necessario, em horas para mudanca da
coloracdo do meio, indicando atividade de degradacéo.

Observou-se que tanto o ensaio do aspecto visual da degradacdo como o
ensaio com o indicador DCPIP indicaram os mesmos microrganismos, confirmando
seus potenciais.

A Figura 29 ilustra os resultados obtidos nos ensaios com o0 meio |, sem a
presenca do indicador DCPIP. As bactérias (A) com seis dias de incubacéao e fungos
com dez dias de incubacdo (B) quando comparados ao controle do experimento,
apresentam degradacdo, pois aparentemente consomem o petréleo presente e

turvam o meio seletivo.
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Figura 29: Ensaio de biodegradacgdo. As bactérias (A) com seis dias de incubacéo e fungos com dez
dias de incubacéo (B) quando comparados ao controle do experimento, apresentam degradacéo, pois
aparentemente consomem o petroleo presente e turvam o meio seletivo.

Leahy; Colwell (1990) ja haviam afirmado que os testes com petréleo como
fonte de carbono para isolamento e selecdo de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos servem como potenciais indicadores de selecdo. Os mesmos
autores afirmaram que o numero de cepas microbianas isoladas de areas
contaminadas € maior do que das areas que nao possuem indicios de
contaminacao, pelo fato de estarem adaptadas a presenca dos hidrocarbonetos.

Bactérias e fungos sdo agentes transformadores eficazes, visto sua
habilidade em degradar uma ampla diversidade de substancias organicas (DESAI &
DESAI, 1993). Mariano et al.,, (2007) menciona que a estrutura quimica dos
poluentes organicos tem uma profunda influéncia na habilidade dos microrganismos
metabolizarem estas moléculas, especialmente com respeito as taxas e extensao da
biodegradacdo, sendo que alguns compostos organicos sao rapidamente
biodegradados enquanto outros séo recalcitrantes.

A Figura 30 ilustra os dados no ensaio com o meio Il utilizando meio seletivo
(BH), petrdleo e o indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). Constata-se o
potencial dos microrganismos em degradar os hidrocarbonetos de petréleo no
periodo de 24 e 48 horas, por meio da descoloracdo do meio azul para incolor,

indicando o potencial dos microrganismos.
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Figura 30: Ensaio de biodegradabilidade. (A) Bactérias e (B) Fungos utilizando o indicador redox 2,6-
diclorofenol indofenol (DCPIP) nos tempos de 24 a 48 horas de incubacdo para confirmacdo de
potenciais degradadores de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com a mudanca da coloracédo do
azul para o incolor.

E importante destacar que os microrganismos selecionados apresentaram
resultados positivos em ambos os meios utilizados nesta pesquisa: Meio | = meio
mineral , Petr6leo e Meio Il = meio mineral + petroleo + DCPIP (2,6-diclorofenol-
indofenol).

O método do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) apresentou-
se eficiente e em tempo menor foi capaz de selecionar microrganismos com
habilidades para degradar os hidrocarbonetos de petréleo e derivados.

Esta técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) tem sido utilizada em
varios trabalhos, como Cormack e Fraile (1997), Roy (2002), Peixoto e Vieira (2005),
Lovaglio (2005), Souza (2005). Mariano (2006) e Mariano et al., (2008) avaliaram a
velocidade de biodegradacédo de diferentes compostos estabelecendo o tempo final
de alteracdo da cor do meio de azul para incolor. A técnica estad fundamentada na
alteracdo de cor deste composto quando reduzido. Assim, quando o indicador
DCPIP esta oxidado sua coloracdo é azul, e quando reduzido € incolor (BIDOIA et
al., 2010). A mudanca de cor é devida a mudanca na estrutura da molécula redox
2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP).

Chapelle (2001) destaca que biodegradacdo do etanol e dos hidrocarbonetos
de petrdleo pode ser considerada como uma reacdo de oxidagdo-reducéo realizada
pela acdo microbiana, onde os substratos (etanol e compostos BTEX) funcionam

como doadores de elétrons.
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Peixoto & Vieira (2005) consideram eficientes e rapidos os testes para a
deteccdo da capacidade de biodegradacdo de compostos, especificamente de
hidrocarbonetos de petroleo, utilizando o redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP)
para reacbes de Oxido-reducdo. Van Aken et al., (2004) observaram que uma
bactéria endofitica do género Methylobacterium apresenta potencial para
remediacdo de solo contaminado com o explosivo 2,4,6-trinitro-tolueno (TNT),
através da reacao de reducédo do redox 2,6-diclorofenol indofenol DCPIP.

Corroborando com o estudo, pesquisas realizadas por Wongsa e
colaboradores (2004) utilizaram os derivados de petr6leo nos testes de
degradabilidade in vitro e o tempo gasto pelos isolados testados foi de uma a duas
semanas, tendo Pseudomonas aeruginosa apresentado os melhores resultados para
a atividade degradativa, e para comparacdo dos resultados, utilizou o teste de
descoloracdo do redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). Os referidos autores
destacam a velocidade e praticidade do teste DCPIP, podendo ser realizado em
placa mini escala e com leitura de 24 a 72 horas de incubacdo apresentando
resultados positivos e demonstrando sua real potencialidade para selecdo de
microrganismos degradadores de diferentes compostos.

Os autores Afuwale e Modi (2012) apds isolarem 36 microrganismos de areas
contaminadas por petroleo utilizaram o petréleo bruto como fonte de carbono e o
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) para selecdo dos
microrganismos. Do total de microrganismos isolados, somente duas bactérias foram
capazes de degradar o petrdleo e descolorir o indicador (DCPIP), esses
microrganismos foram selecionados como potenciais degradadores de

hidrocarbonetos de petroleo.

4.3 Identificacéo das Linhagens de bactérias
4.3.1 Analise Morfologica

A caracterizacdo morfolégica das bactérias selecionadas esta descrita na
Tabela 14. Destas amostras, trés foram identificadas como Gram negativas,

enquanto que as cinco restantes foram identificadas como Gram positivas. Seis
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amostras tinham a forma de bacilo, ou bastonete, e duas apresentaram a forma

cocobacilar.

Tabela 14: Caracteristicas morfolégicas de culturas de bactérias endofiticas e
epifiticas isoladas das plantas hospedeiras

Linhagens Plantas Orgéo Caracteristicas Gram Forma
Cédigo B* hospedeira da Origem das colbnias
Planta
B 41 Ichnanthus Folha Epifitica Rosa claro | Negativo Bacilo
calvescens Rugosa
Dall
B 102 Eichornia Raiz Endofitica | Amarelo claro | Negativo Cocobacilo
crassipes cremosa
(Mart.)
Solms
B 121 Eichornia Raiz Epifitica Rosa claro | Positivo Bacilo
crassipes cremosa
(Mart.)
Solms
B 123 Ichnanthus Folha Endofitica | Amarelo claro | Positivo Bacilo
calvescens rugosa
Dall
B 132 Eichornia Folha Epifitica Amarelo  claro | Negativo Cocobacilo
crassipes cremosa
B 139 Eichornia Folha Epifitica Amarelo  claro | Positivo Bacilo
crassipes cremosa
(Mart.)
Solms

*B: Bactérias

4.3.2 Identificagcdo Molecular

O perfil eletroforético do DNA genbmico extraido das seis amostras
bacterianas (Figura 31) apresentaram DNA integro, uma vez que ndo se observou
rastros tipicos de degradacao. A seta indica a posi¢do correspondente a banda de

DNA gendmico.
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Figura 31: Perfil eletroforético em gel de agarose indicando a banda de DNA genémico de -bactérias
endofiticas e epifiticas isoladas das plantas hospedeiras em estudo. 1) B41, 2) -, 3)-, 4) B102, 5)
B121, 6) B123, 7) B132 e 8) B139.

Os resultados obtidos por amplificacdo por PCR do gene ribossomal 16S sdo
apresentados na figura 32. A amostra 1 teve o seu DNA diluido na propor¢éo de 1/5
para melhorar a eficiéncia da reacdo, uma vez que néo foi realizado procedimento
para quantificacdo do DNA gendmico. O fragmento da regido génica rRNA 16S
possui um tamanho entre 1000 a 1500 pb, indicando que as bandas observadas no
gel séo do respectivo gene para as amostras B41(1), - (2), B102 (3), B121 (4), B123
(5), B132 (6) e B139 (7).
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~ 1000 - 1500 pb

Figura 32: Amplificacdo da regido génica rRNA 16S. 1) B41 diluido 1/5; 2) -; 3) B102; 4) B121; 5)
B123; 6) B132; 7) B139; 8) B67 nao diluido; 9) B67 diluido 1/5, 10) diluido 1/10.

A amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase foi um requisito para que
a regido génica rRNA 16S pudesse ser sequenciada. A etapa de purificacdo dos
produtos de PCR é essencial, pois quaisquer remanescentes de dNTPs e iniciadores
poderiam interferir com 0 sequenciamento, por iSso, 0 uso das enzimas exonuclease
| e fosfatase alcalina de camardo. A exonuclease degrada qualquer DNA fita simples
e a fosfatase alcalina de camaréo hidrolisa dNTPs remanescentes.

As sequéncias obtidas foram analisadas por meio do programa Phred e
Bioinformatic Organization (sequéncia foward, reverse, reverse-complementar e
contigs).

A qualidade de uma reacdo de sequenciamento se refere a confiabilidade de
gue aquela base identificada é realmente a base real da sequéncia. Essa analise de
gualidade é importante, pois bases ndo seguras tornam o resultado da identificacéo
do microrganismo duvidosa.

As sequéncias contigs que foram obtidas pelo programa CAP3 via programa
Phred, sdo resultados da sobreposicdo das sequéncias foward e reverse-

complementar (overlap) que gera uma sequéncia contigua.
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O resultado, apés analise de alinhamento de sequéncia no BLAST, identificou

as espécies conforme tabela 15.

Tabela 15: Identificacdo molecular das bactérias endofiticas e epifiticas obtidas
das plantas hospedeiras Eichornia crassipes (Mart.)) Solms Ichnanthus
calvescens Doll (Poaceae) e Cyperus ligularis L. (Cyperaceae)

Isolados Espécie *%Cobertura | % ID E-value Gram Forma
Cédigo B*

B41 Pseudomonas 100 99 0.0 Negativo Bacilo
aeruginosa

B121 Lysinibacillus 100 99 0.0 Positivo Bacilo
fusiformes

B102 Acinetobacter 100 99 0.0 Negativo | Cocobacilo
junii

B132 Acinetobacter 100 99 0.0 Negativo | Cocobacilo
junii

B123 Bacillus pumilus 100 99 0.0 Positivo Bacilo

B139 Bacillus pumilus 100 99 0.0 Positivo Bacilo

*B: Bactérias; %Cobertura: valor percentual da cobertura de consulta de sequéncias no banco de
dados BLAST; % de ID: valor percentual da identidade de sequéncias; E-value: mede a probabilidade
do alinhamento entre a sequéncia do banco de dados e a sequéncia encontrada.

Os isolados B41, identificado como Pseudomonas aeruginosa e o isolado
B123, identificado como Bacillus pumilus originaram-se da planta hospedeira
Ichnanthus calvescens, todas as outras bactérias identificadas foram isoladas de
Eichornia crassipes.

As comparacfes entre os resultados fenotipicos com os moleculares foram
equivalentes, visto que tanto o padrdo de coloracdo de Gram e a forma das
bactérias foram as mesmas obtidas apds levantamento de informacdes sobre as
espécies identificadas.

As amostras B123 e B139 foram identificadas como B. pumilus, entretanto
sdo oriundas de diferentes hospedeiras, sendo a espécie B123 de origem endofitica
de Ichnanthus calvescens e a espécie B139 isolada como epifitica de Eichornia
crassipes. As amostras B102 e B132, ambas isoladas de Eichornia crassipes, foram
identificadas como espécie A. Junii, mas com origens diferentes, sendo a espécie

B102 um microrganismo endofitico e B132 um microrganismo epifitico.
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Assim, seis bactérias foram selecionadas para composicdo dos consorcios
conforme identificagcdo molecular: Bacillus pumilus (bactéria endofitica de Ichnanthus
calvescens, codigo B123), Lysinibacillus fusiformes (bactéria epifitica de Eichornia
crassipes, codigo B121), Pseudomonas aeruginosa (bactéria epifitica de Ichnanthus
calvescens, cédigo B41), Acinetobacter junii (bactéria epifitica de Eichornia
crassipes, cédigo B132), Acinetobacter junii (bactéria endofitica de Eichornia
crassipes, codigo B102) e Bacillus pumilus (bactéria epifitica de Eichornia crassipes,
codigo B139).

4.3.2.1 Principais géneros de bactérias isoladas: relagdo e importancia com
processos de biorremediagéo.

Varios estudos relacionados com processos de biorremediacéo de petroleo e
derivados sdo encontrados na literatura relacionando as espécies bacterianas.
Gallego (2007) mencionam que a maioria das bactérias envolvidas nesses
processos de biorremediacdo tem metabolismo aerdbio, e algumas sdo capazes de
degradar tanto petroleo cru como fracBes mais refinadas.

Entre as espécies destacam-se:

+ Bacillus pumilus

Espécies de B. pumilus destacam-se como degradadoras de hidrocarbonetos
corroborando com a pesquisa Calvo et al., (2004) analisando o crescimento de B.
pumilus na presenca de petroleo e naftaleno sob condi¢cdes aerdbias, observaram a
utilizacdo destas substancias como fonte de carbono e energia pelo microrganismo.
Estes resultados revelaram que B. pumilus, ou o biossurfactante por ele produzido,
podem ter aplicacdo na biorremediacdo de locais contaminados com
hidrocarbonetos do petroleo.

Toledo e colaboradores (2006) estudando B. pumilus, constataram o
crescimento de oito cepas na presenca de naftaleno, porém, apenas cinco cepas
cresceram na presenca de pireno. Bento et al., (2005) utilizaram B. pumilus para
producdo de biossufactantes e o 6leo diesel como fonte de carbono, os referidos
autores observaram que houve a reducdo da tensdo superficial para 49 mN/m e

aumento da emulsificagdo para 59% nos tratamentos.
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+ Lysinibacillus fusiformes

O género Lysinibacillus € um género descoberto recentemente, foi proposto
por Ahmed et al., (2007) com a descricdo de uma nova espécie e a reclassificacao
de dois bacilos. O género Lysinibacillus foi composto de quatro espécies com nomes
validamente publicados: Lysinibacillus boronitolerans, Lysinibacillus fusiformis e
Lysinibacillus sphaericus (AHMED et al., 2007).

Vaz (2009) isolou bactérias de amostras de combustivel coletadas de tanques
de armazenamento: (1) do posto de combustivel do setor de transportes da
Universidade Federal de Goias campus Goiania; (2) de veiculos que estavam em
uma oficina com diagnéstico de entupimento da bomba de combustivel, e (3) de
tanques de biodiesel puro (B100) obtidos direto da producgéo. Todos os 41 isolados
testados apresentaram potencial de degradacdo para os combustiveis analisados.
Vinte e nove isolados foram identificados pelo sequenciamento da regido 16S rDNA,
e identificados como Bacillus valismortis, B. Licheniformis, B. Thuringiensis, B.
Amyloliquefaciens, B. Subtilis, Lysinibacillus phaericus, Lysinibacillus fusiformis,
Staphylococcus sp., S. Capitis, Kocuria palustres, Citrobacter amalonaticus,
Stenotrophomonas maltophilia. Foi confirmado o potencial de degradacdo do
biodiesel B100, mistura de biodiesel/diesel (B5) e diesel puro por parte das bactérias

isoladas através do teste de oxi-reducao utilizando o indicador DCPIP.

+ Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas estd relacionado com biodegradacdo de
hidrocarbonetos (SOLANO-SERENA et al., 2000). Pseudomonas aeruginosa é
capaz de crescer e multiplicar em diversos ambientes incluindo agua, esgoto, solo,
plantas e animais. Por conta da sua grande versatilidade metabdlica, a bactéria teria
vantagens sobre os demais microrganismos na agua (VASCONCELOS et al. 2006).
Pseudomonas aeruginosa € considerado um microrganismo metabolicamente
versatil, capaz de persistir por mais tempo na agua e tende a resistir aos agentes
causticos do ambiente por mecanismos ainda desconhecidos (SMITH & IGLEWSKI,
2003).

Wongsa e colaboradores (2004) sugerem em seus experimentos de teste
para degradacéo in vitro de derivados de petrdleo que o tempo gasto pelos isolados
testados foi de uma a duas semanas, tendo Pseudomonas aeruginosa apresentado

os melhores resultados para a atividade degradativa.
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E comum o isolamento por técnicas classicas, de bactérias dos géneros
Pseudomonas e Burkholderia, em ambientes com historico de contaminacdo por
hidrocarbonetos de petréleo ou em sistemas em que se utilizem hidrocarbonetos
como Unica fonte de carbono e energia. Estudos dos mais variados, detalhando,
desde a metabolizacdo de tais fontes de carbono por parte desses microrganismos
até a producdo de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa, tém sido
produzidos desde a década de 1970.

Andreoni et al., (2004) identificaram alguns géneros predominantes em solo
contaminado com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) dentre os quais
figuravam, além dos géneros Pseudomonas e Burkholderia, 0os géneros:
Methylobacterium, Alcaligenes, Rhizobium, Aquamicrobium, Stenotrophomonas e
Ralstonia. Diaz-Ramirez e colaboradores (2007) identificaram sequencia de 16S do
rDNA do género Pseudomonas, Das & Mukherjee (2007) identificaram além do
género Pseudomonas, o género Bacillus, em estudos de diversidade molecular
microbiana em presenca de hidrocarbonetos.

Pseudomonas aeruginosa tem sido aplicada em processos de biodegradacao
de corantes téxteis (BARBOSA et al., 2007), degradacdo do etanol e do BTEX na
gasolina comercial (TEIXEIRA e BENTO, 2007), gasolina, oleo, diesel e dleo cru
(KARAMALIDIS et al., 2010), entre outros.

+ Acinetobacter junii

O género Acinetobacter junii estd relacionado com degradacdo de
hidrocarbonetos (GALLEGO et al., 2001). Acinetobacter é constituido de espécies
amplamente disseminadas na natureza, sendo encontrado tanto em ambientes
umidos quanto secos, 0 que ndo é comum para bacilos gram-negativos.
(SCHRECKENBERGER et al., 2007).

Espécies do género Acinetobacter sdo importantes do ponto de vista
biotecnolégico e ambiental. Algumas espécies sado conhecidas por biodegradarem
compostos perigosos organicos e inorganicos, bem como produzem produtos
economicamente importantes como lipases, proteases, emulsificantes e
biopoilimeros de varios tipos, etc. Do ponto de vista ambiental, estas sdo usadas
para biorremediacdo de ambientes contaminados (ABDEL-EL-HALEEM, 2003).
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Acinetobacter junii em particular também é importante e relatada como
biodegradadora de compostos poluentes, como exemplo o 6éleo de maquina
derramado em solo e 6leo diesel (BASUKI et al. 2011).

4.4 Identificacéo das Linhagens de fungos

4.4.1 Analise Morfologica

Os fungos isolados apresentaram caracteristicas morfologicas peculiares de
cada espécie e foram confirmadas com a identificacdo molecular. A tabela 16

apresenta as caracteristicas das espécies estudadas.

Tabela 16: Caracteristicas morfoloégicas de linhagens de fungos isolados de
macrofitas aquaticas Eichornia crassipes (Mart.) Solms Ichnanthus calvescens
Doll (Poaceae) e Cyperus ligularis L. (Cyperaceae)

Orgéo da
Planta

Linhagens

Codigo F* Origem Caracteristica morfologica

Planta hospedeira

Cor:

Verso: preto

F5 Cyperus ligularis L. Caule Epifitico Anverso: preto
Topografia: cotonoso
Bordas: regular

Cor:

Verso: cinza claro
F14 Cyperus ligularis L. Flor Endofitico Anverso: marron
Topografia: cotonoso
Bordas: regular

Cor:

Verso: verde musgo

F17 Cyperus ligularis L. Raiz Epifitico Anverso: preto

Topografia: micélio rasteiro
Bordas: regular

Cor:

Verso: branco com esporo preto
Folha Endofitico Anverso: branco

Topografia: micélio aéreo
Bordas: regular

Eichornia crassipes

F24 (Mart.) Solms

Cor:

Verso: cinza claro com o centro
branco

Anverso: rosa

Topografia: cotonoso

Bordas: regular

F31 Cyperus ligularis L. Folha Epifitico

Cor:

Verso: verde escuro

F53 Cyperus ligularis L. Caule Epifitico Anverso: preto

Topografia: micélio rasteiro
Bordas:irregular

Cor:

Verso: laranja claro
F36 Cyperus ligularis L. Raiz Epifitico Anverso: laranja claro
Topografia: cotonoso
Bordas: regular

*F: Fungo
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4.4.2 Identificacdo pela técnica molecular

As técnicas moleculares apresentam potencial para estudos da diversidade
dos microrganismos. Uma grande vantagem da andlise de DNA, em comparacao a
analise das caracteristicas morfolégicas, consiste na possibilidade de selecdo de
regides especificas do DNA e do uso de técnicas especificas bem como estratégias
gue possibilitam o aumento da resolugdo taxonOmica, permitindo identificar
diferentes taxas, superiores a espécie, populacao ou individuo (KOHN, 1992). Outra
caracteristica importante deve-se a natureza repetitiva do rDNA, que torna esta
regido facil de amplificar a partir de amostras pequenas, diluidas e altamente
degradadas (GARDES & BRUNS, 1993).

A extracdo de DNA pelo método fenol/cloroformio, com a utilizacdo de
nitrogénio liquido na fase da extragcdo mecanica foi eficiente na extracdo de DNA da
massa micelial dos fungos filamentosos (Figura 33), resultando em quantidade e
pureza de DNA suficiente para a utlizacdo posterior das técnicas de PCR e
sequenciamento.

12 345 67 8 9 101112131415 1617

2 4

- — - [R— - [ R

Figura 33: Gel de extracdo do DNA da massa micelial das amostras dos fungos filamentosos
isolados de macrdfitas aquaticas da Amaz6nia. Os pogos sdo identificados a seguir: 1: marcador
molecular; 2 e 3: amostra F17; 4 e 5: amostra F24; 6 e 7: F5; 8 e 9: amostra F53; 10 e 11:
amostra F31; 12 e 13: amostra F36; 14 e 15: - e 16 e 17: amostra 14.

A regido ITS conservada do gene (rDNA) foi amplificada utilizando

oligonucleotideos iniciadores ITS1/ITS4 permitindo a amplificacdo de uma banda
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Unica representando um fragmento de DNA de aproximadamente 600 pares de base
(pb) (Figura 34).
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Figura 34: Amplificacdo da regido ITS do rDNA dos isolados em gel de agarose 0,8%, corado com
0,5 ug/mL de brometo de etidio. Pente superior. Os pogos sédo identificados a seguir: 1: Marcador de
peso molecular de 1 Kb da fermentas; 2-9: Amostra de 1 a 4-10 controle negativo; Pente inferior. Os
pocos sédo identificados a seguir: 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb da fermentas; 12 a 19:
Amostra 5 a 8.

Os produtos da PCR do sequenciamento da regido ITS1-5, 8S-ITS4 do rDNA
foram analisados através de programas BioEdit e BLAST. O BLAST compara as
sequéncias obtidas com aquelas depositadas no GenBank
(http://mww.ncbi.nim.nih.gov/) e fornece informagdes quanto a homologia entre elas.
A comparacdo das sequéncias de nucleotideos da regido ITS1-5,8S-ITS4 das

amostras de fungos e as sequéncias cadastradas no Banco Internacional de Genes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(NCBI) permitiram a identificagéo taxonémica dos isolados do presente trabalho em

nivel de género e espécie.

Todas as identificacdes mostraram o valor de e-value sendo 0 (zero), isto é,

guanto mais préximo de O (zero) € o valor do e-value, maior é o significado da

similaridade entre as sequéncias comparadas. O query cover € um indicativo da

qualidade do alinhamento e a identificacdo maxima e o numero de nucleotideos

indica quantos pares de base da amostra identificada mostraram similaridade com

as sequéncias armazenadas.

O resultado da identificacdo molecular dos géneros e espécies Curvularia,

Gibberella, Fusarium, Phoma e uma classe Dothideomycetes, sdo apresentadas na

tabela 17.

Tabela 17: Anélises das sequéncias obtidas dos fungos isolados de macrofitas
aquaticas, numero de nucleotideos semelhante ao mesmo numero de
nucleotideos dos isolados correspondentes armazenados no banco de dados
(NCBI), e-value, query cover e a porcentagem de similaridade de cada fungo

avaliado
Linhagens Identificacéo Numero de e- Query Ider'm.dade
Cdodigo F* Molecular Nucleotideos | value Cover Maxima
(%) (%)
F17 Curvularia trifolii 549/556 0 100 99
F24 Curvularia clavata 551/557 0 100 99
F5 Curvularia clavata 551/556 0 100 99
F53 Gibberella 525/527 0 100 99
intermedia
F31 Phoma herbarum 503/505 0 100 99
F36 Dothideomycetes 499/506 0 100 99
sp.
F14 Gibberella 536/542 0 100 99
intermédia

*F: Fungo; E-value: mede a probabilidade do alinhamento entre a sequéncia do banco de dados e a
sequéncia encontrada; Query cover: € um indicativo da qualidade do alinhamento e a identificagdo
méxima e o0 nimero de nucleotideos indica quantos pares de base da amostra identificada mostraram
similaridade com as sequéncias armazenadas.



118

As linhagens F17, F24 e F5 sao do género Curvularia, com a indicagao para
as espécies Curvularia clavata (F24 e F5) e Curvularia trifolii (F17). As amostras F53
e F14 foram identificadas com a espécie Gibberella intermedia e a amostra F31 com
a espécie Phoma herbarum.

Para a composi¢cdo do consorcio microbiano, os fungos selecionados foram
assim identificados: Curvularia trifolii (epifitica) (codigo F17), Curvularia clavata
(endofitica) (codigo F24), Curvularia clavata (epifitica) (cédigo F5), Gibberella
intermedia (epifitica) (cédigo F53), Phoma herbarum (epifitica) (cédigo F31),
Dothideomycetes sp (epifitica) (codigo F36) e Gibberella intermédia (endofitica)
(cédigo F14). O fungo endofitico Curvularia clavata (cédigo F24) foi o Unico isolado
originario da hospedeira Eichornia crassipes (Mart.) Solms. Todos os demais fungos
selecionados para formar o consorcio tiveram origem na planta hospedeira Cyperus

ligularis L.

4.4.2.1 Principais géneros de fungos isolados e suas relagbes com processos de

biorremediacéao.

Os fungos selecionados e identificados na pesquisa possuem caracteristicas
peculiares na degradacéo, inclusive de hidrocarbonetos e a literatura apresenta

estudos sobre estes microrganismos.

4+ Curvularia trifolii

O fungo filamentoso Curvularia sp, utilizado na fabricacdo de hidrocortizonas,
foi estudado por Paraszkiewicz et al., (2002), na producdo de um composto
extracelular, formado por uma proteina complexa (25%) e um polissacaridio (48%),
capaz de estabilizar emulsdes 6leo em agua, quando crescendo em um meio
contendo compostos hidrofébicos como cortexolona, antraceno e fenantreno. A
maior concentracdo do bioemulsificante (2,6 g/L) foi obtida na fase estacionaria de
crescimento, ap6s 47 h de cultivo, sendo que o inicio da fase estacionaria ocorreu
em 18 h de cultivo. Apds o cultivo, o bioemulsificante foi extraido do meio de cultivo
e utilizado para os testes de bioemulsificacdo, apresentando maximas atividades de

emulsificacdo com querosene, 6leos vegetais e minerais.
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4+ Curvularia clavata

Em biorremediacdo, C. clavata € de uso potencial para a descoloracdo e
degradacdo de efluentes agricolas contendo compostos polifenélicos (NEOH et al.,
2014). Uma cepa de C. clavata foi utilizada por Neoh et al., (2014) na descoloracéo
do efluente de uma fabrica de 6leo de dendé, o fungo foi capaz de descolorir
efluentes, que esta associado principalmente com polifendis e lignina. Os resultados
mostraram descoloragdo bem sucedida de até 80%, com 54% contribuido por
biossorcéo e 46% por biodegradacdo apds 5 dias de tratamento.

+ Gibberellaintermédia

Essa espécie ja foi encontrada no ambiente marinho (SAKAYROJ et al.,
2012) e é conhecida por sua capacidade de degradar lignina (ANDERSON et al.,
2005). Ha relatos também da degradacéo de etinilestradiol, um estrogénio sintético
componente de contraceptivos (SHI et al.,, 2002) e de 2-naftol, um derivado de
naftaleno geralmente presente em aguas residuarias provenientes de industrias, que

€ toxico a vida marinha e a dos seres humanos (ZANG e LIAN, 2009).

+ Phoma herbarum

Silva (2007) selecionou linhagens de fungos filamentosos resistentes as
condicBes adversas e capazes de degradar compostos fendlicos a partir de aguas
residuarias de postos de gasolina. As espécies isoladas pelos autores foram:
Aspergillus flavus, Cladosporium sp., Penicillium sp. e Phoma sp. e estes

apresentaram potencial na degradacao dos referidos compostos.

+ Dothideomycetes sp

Em geral, os membros da classe Dothideomycetes sdo descritos como
agentes fitopatogénicos, endofiticos ou epifiticos de plantas vivas, bem como
saprofitos degradadores de celulose e outros carboidratos complexos de matéria
morta ou parcialmente digerida na serapilheira ou no esterco. Algumas espécies sao
liguenizadas, enquanto outras ocorrem como parasitas de fungos ou membros do
reino animalia (SCHOCH et al., 2006).

Para o genéro Dothideomycetes sp a referida pesquisa € a primeira a

destacar a espécie como degradadora de hidrocarbonetos de petréleo e derivados.
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4.5 Petroleo e 6leo diesel utilizados no ensaio de biodegradacéo

O petréleo e o 6leo diesel demonstraram semelhanca nos cromatogramas
obtidos por cromatografia gasosa e espectrometria de massa, apresentando 0s
mesmos HPAs constituintes (Figura 35), corroborando com Hass et al., (2001),
gquando destacam que o Oleo diesel € o principal produto do fracionamento do
petréleo no Brasil. Esse combustivel € constituido por hidrocarbonetos parafinicos,
olefinicos e arométicos com cadeia carbdnica de 6 a 30 atomos.

Trimetilnaftalenos

) Dimetilnaftalenos
2 e 1-Metilnaftalenos

| i Fenantreno/ Fen-D10
Naftaleno/Naf-D8 A ‘ Fluor-D10

Metilfluorenos L
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200 25 250 215 0.0 2s 35.0 s 400
Data comparision Tempo

Grafico - Diesel
Grafico [} Petroleo

Figura 35: Cromatograma obtido por CG-EM de 30 uL/mL de petréleo (grafico na cor rosa) e 30
HL/mL de oleo diesel (grafico na cor preto) na concentracdo de 1mL, proveniente da Base Petrolifera
de Urucu, Amazonas, Brasil, para obtencdo de HPAs existentes no petroleo e éleo diesel.

Os HPAs identificados e seus respectivos fragmentos de massa (m/z) estédo
listados na tabela 18. Os compostos apresentaram semelhancas, sendo portanto,

substituidos um pelo outro quando necessario para éxito da pesquisa.
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Tabela 18: Compostos identificados através da CG-EM, assinalados na figura
28, de acordo com suas respectivas caracteristicas cromatograficas

N° Composto TR m/z
1 Naftaleno D-8* 136/134
2 Naftaleno 128/127
3 2-metilnaftaleno 142/141
4 1-metilnaftaleno 142/141
5 Bifenil 154/152
6 alquilnaftalenos 156/141
7 Acenafteno D-10* 164/162
8 Acenafteno 153/154
9 Trimetilnaftalenos 170/155
10 Fluoreno 166/165
11 Fenantreno D-10* 188/184
12 Fenantreno 178/179
13 Fluoranteno D-10* 212/208

D-8 e D-10*: Compostos Deuterados

UNEP (United Nations Environment Programme Chemicals) (2002) destaca
gue os principais HPAs (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) presentes no
petroleo bruto sdo o naftaleno, o fenantreno e seus derivados alquilados.

Gouveéia (2010) menciona que no Brasil, o petroleo de melhor qualidade foi
descoberto em 1987, em Urucu, na Amazonia, e possui 44° API. Por ser um 6leo
muito leve, a partir dele sdo produzidos principalmente derivados de alto valor
agregado, como o 0leo diesel e a nafta.

O petréleo de Urucu é considerado leve porque contém 15% de
hidrocarbonetos aroméaticos (pesados), 20,2% de compostos naftalénicos (médios) e
64,8% de compostos parafinicos (leves) (PETROBRAS, 1997).

4.6 Analises da degradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos do
Oleo diesel por consorcios de microrganismos através da quantificacdo por

cromatografia gasosa e espectrometria de massa

Para analise da degradacdo dos hidrocarbonetos foram selecionados

consorcios de bactérias compostos por seis bactérias selecionadas conforme
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identificagdo molecular: Bacillus pumilus (Endofitica), Lysinibacillus fusiformes
(Epifitica), Pseudomonas aeruginosa (Epifitica), Acinetobacter junii (Epifitica),
Acinetobacter junii (Endofitica) e Bacillus pumilus (Epifitica), para o consoércio de
fungos foram selecionados sete fungos, conforme identificacdo molecular: Curvularia
trifolii  (epifitica), Curvularia clavata (endofitica), Curvularia clavata (epifitica),
Gibberella intermedia (epifitica), Phoma herbarum (epifitica), Dothideomycetes sp
(epifitica) e Gibberella intermédia (endofitica) e para o consércio misto foram
utilizados os consoércios de fungos e bactérias simultaneamente. No experimento se
utilizou o 6leo diesel como contaminante e a agua do rio negro objetivando simular o
experimento ao ambiente natural.

As Figuras 36, 37, 38, 39, 40 e 41 mostram os cromatogramas dos controles
e dos experimentos com 15 dias de degradacdo pelos consoércios de fungos,
bactérias e misto (F/B).
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Figura 36: Espectro das amostras do controle com meio seletivo (BH) + diesel (40 mL) e (80
mL) para constatacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos presentes, apés 15 dias
de incubacéo. Os picos estdo assinalados conforme nimero de identificacdo na tabela 18.
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Figura 37: Espectro das amostras do controle com agua do rio Negro + diesel (40mL) para
constatagdo dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos presentes, apdés 15 dias de
incubacgédo. Os picos estdo assinalados conforme numero de identificagédo na tabela 18.



123

1 .00-:
0757
0.50

025 2

Abundancia X10.000,00

75 100 125 150 175 200 25 250 215 300 325 350 375 400 425
Tempo (min)
Figura 38: Espectro das amostras do consorcio de bactérias + agua do rio Negro + diesel

(40mL) ap6s 15 dias de incubacdo. Os picos cromatograficos estdo assinalados conforme
numero de identificacdo na tabela 18.
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Figura 39: Espectro das amostras do consorcio de fungos + agua do rio Negro + diesel

(40mL) apds 15 dias de incubacéo. Os picos cromatograficos estdo assinalados conforme
numero de identificacdo na tabela 18.
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Figura 40: Espectro das amostras do controle com agua do rio Negro + diesel (80mL) para
constatagdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos presentes, apos 15 dias de
incubacgédo. Os picos estdo assinalados conforme nimero de identificagédo na tabela 18.
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Figura 41: Espectro das amostras do consoércio misto (F/B) + agua do rio Negro + diesel
(80mL) para constatagdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos presentes, apés 15
dias de incubacao. Os picos estdo assinalados conforme namero de identificacdo na tabela
18.
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Os resultados de degradacao de hidrocarbonetos pelos consorcios de fungos,
de bactérias e misto, composto por fungos e bactérias (F/B) estdo descritos na
tabela 19, com as respectivas concentracfes de HPAs totais das amostras e dos
controles, taxas de biodegradacao das réplicas, taxa de biodegradacdo das medias
e a media de desvio padréo da biodegradacao.

Tabela 19: Somatdéria das concentracdes dos HPAs totais (ZHPA), média das
réplicas dos XHPAs, porcentagem de biodegradacdo dos HPAs e desvio

padrdo dos XHPAs dos consércios de fungos, consdércios de bactérias e
consorcios (misto F/B)

THPAs (ug mL™) ;ﬂsgl/:l: Biodegradacdo (%) Biodlt\e/lgerigagéo iB[iDOedstf/?cr)ag:é;?;o
1 2 3 | ugmth | 1 2 3 % (%)
CONSORCIO DE FUNGOS
CTL MEIO-40 | 856,1 | 720,4 | 838,9 | 805,1
CTLAGUA-40| 23,0 | 21,0 | 21,9 22,0 |971 97,4973 97 0,1
Cons.Fungos | 0,0 | 0,0 1,0 0,3 |100,0{100,0| 99,9 100 0,1
CONSORCIO DE BACTERIAS
CTL MEIO-40 | 856,1| 720,4 | 838,9 | 805,1
CTLAGUA-40| 23,0 | 21,0 | 21,9 220 |97,1|97,4|97,3 97 0,1
Cons. Bactéria | 0,0 | 0,9 | 0,0 0,3 |100,0| 96,0 |100,0 98 2,3
CONSORCIO MISTO (F/B)
CTL MEIO-80 (1211,6(1339,6(/1219,9| 1257,0
CTL AGUA-80|230,0| 166,5 | 294,2 | 230,2 |81,7|86,8|76,6 81 51
Cons.Misto | 31,3 | 27,0 | 34,6 309 |975|97,9|97,2 97 0,3
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A Figura 42 apresenta a porcentagem de HPAs dos controles e dos
consorcios em cada experimento, a fim de comparar o potencial de degradacédo dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos pelos consércios de fungos, bactérias e
misto (F/B).
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Figura 42: Porcentagem de HPAs nos controles dos ensaios com agua do rio Negro e dos consércios
microbianos dos experimentos 1, 2 e 3.

No experimento 1, figura 42 ao ser comparado o controle com 100% de
hidrocarbonetos, 97,3% foram degradados no controle com agua do rio Negro, e
100% foram degradados pelo consorcio de fungos.

No experimento 2, ao ser comparado o controle com 100% de
hidrocarbonetos, 97,3% foram degradados no controle com agua do rio Negro, e
98,7% foram degradados pelo consorcio de bactérias.

No experimento 3, ao ser comparado o controle com 100% de
hidrocarbonetos, 81,7% foram degradados no controle com a agua do rio Negro, e
97,5% foram degradados pelo consorcio misto (F/B).

De acordo com os resultados dos ensaios dos consorcios de fungos,
bactérias e misto (F/B) observa-se a ocorréncia de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) (98% a 100%). Entretanto, foi observado que o controle com
agua do rio Negro também apresentou alto percentual de biodegradabilidade (82% a
97%). Assim, no experimento 1 e 2, quando se comparou as porcentagens de

degradacdo dos consorcios de fungos e bactérias (98% a 100%) ao resultado de
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degradacéo dos controles com agua do rio Negro (97,3%) néo foi possivel afirmar o
potencial de degradacdo dos consércios, pois ndo apresentaram diferencas
estatisticamente.

No experimento 3, a porcentagem de degradacdo (97,5%) do consorcio
misto foi estatisticamente maior que a degradacédo (82%) do controle com agua do
rio negro, podendo afirmar-se o potencial degradador do consércio misto (F/B).

Estes resultados indicam que a eficiéncia dos consorcios foi relativa, pois na
medida em que n&o foram diferentes estatisticamente dos controles, deve-se
considerar que a microbiota natural também apresenta capacidade de degradacéo e
gue as populacdes de bactérias e de fungos selecionados e inoculados ndo sao
mais eficientes que a microbiota presente nas aguas do rio Negro. Entretanto
guando se associa 0 consorcio de fungos e bactérias estes apresentam potencial
degradador significativo, quando comparado aos controles com agua do rio negro.

Spilborghs (1997) verificou em sistema de microcosmo o comportamento de
um vazamento de gasolina na subsuperficie. Através do sistema de biorremediacao
air sparging todos os compostos BTX foram degradados em um periodo maximo de
126 dias. As concentragfes iniciais desses compostos eram de 289 mg/L de
benzeno, 308 mg/L de tolueno e 230 mg/L de xilenos. O tolueno foi biodegradado
mais rapidamente (98 dias) seguido do benzeno (112 dias) e finalmente os xilenos.

A literatura destaca o potencial do consoércio misto, e autores como Riser-
Roberts (1992), justifica que ao contrario das bactérias e leveduras que mostram
decréscimo na capacidade de degradacao de alcanos com o aumento da cadeia do
composto, os fungos filamentosos parecem ser mais habeis em degradar ou
transformar hidrocarbonetos de estrutura complexa e de cadeia longa. Entretanto, o
metabolismo dos fungos geralmente resulta numa degradacdo incompleta que
necessita da associacdo de bactérias para alcancar a completa oxidacdo do
composto. De acordo com Atlas (1995), durante a biodegradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos por bactérias ha a formacéo de cis-diols, enquanto que
durante a biodegradacéo por fungos formam-se trans-diols.

No trabalho de Oliveira (2001) sobre biorremediacdo de solos contaminados
com petréleo utilizando consércio de fungos e bactérias, foi destacado que o uso de
cultura mista foi o fator que mais contribuiu para a remocao da fracdo pesada de
Oleo. O uso de cultura mista tem se configurado como importante e promissora

ferramenta biotecnoldgica para os tratamentos ambientais.
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Pesquisas “in situ” de Corseuil e Kulkamp (2003) investigaram a atenuacéo
natural em um derramamento controlado de etanol e 6leo diesel. Na referida
pesquisa os resultados mostraram que o etanol presente na dgua subterranea agia
como consumidor de aceptores de elétrons e nutrientes poderiam estar disponiveis
para a bioatenuacdo dos compostos mono e poliaromaricos. Indicadores
geoquimicos mostraram que degradacdo aerobia, reducdo de ferro e metanogénese
eram 0s principais processos biolégicos responsaveis pela degradacdo do etanol.

Ao realizar estudos com a inoculagdo de um consércio microbiano composto
por seis bactérias e um fungo no solo contaminado com antraceno, fenantreno e
pireno, Jacques (2005) registraram aumento de aproximadamente 10 vezes na
mineralizacdo destes HAPs em relacdo a microbiota nativa do solo.

Mariano (2006) cita que Venkateswaram & Harayama (1995), por meio do
enriquecimento de culturas, isolaram uma populacdo bacteriana capaz de degradar
petroleo bruto, verificando que 28-51% da fracdo saturada e 0-18% da fracao
aromatica presentes foram biodegradadas por uma cultura mista. Contudo, quando
as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentou melhor degradacéao
do que quando estavam consorciadas.

Li et al., (2009) utilizando consércios microbianos formado por cinco fungos:
Phanerochaete chrysosporium, Cuninghamella sp., Alternaria alternate, Penicillium
chrysogenum, e Aspergillus niger; e trés bactérias: Bacillus sp., Zoogloea sp., e
Flavobacterium, todos nativos de solo contaminado por petroderivados, obtiveram
taxa de degradacéao de hidrocarbonetos de 41,3%, durante a incubacéo por 64 dias.

Arruda (2011) utilizando um consodrcio fungico para a degradacdo do Oleo
diesel a 7% em frascos verificou que o maior percentual de degradacao foi obtido
para o nonano, sendo este de 72,44%. Richard & Vogel (1999) utilizando um
consorcio bacteriano para degradacao de oleo diesel, constataram que 90% dos
hidrocarbonetos do 6leo diesel foram degradados apds 50 dias de experimento.

Em estudo mais recente, desenvolvido por Mao et al. (2012), foi utilizado um
solo contaminado pelos 16 HPAs listados na US - EPA retirado de uma area
industrial da China. Os microrganismos foram enriquecidos por 6 meses em um
agitador rotativo no escuro a 28°C. Neste estudo foi obtido uma degradacdo de
20,2% com adicdo de 10% do consorcio bacteriano e de 35,8% com a adicdo de
20% do mesmo consoércio. O referido estudo objetivou avaliar o comportamento da

biorremediacdo com estes consércios, ou seja, mistura de mais de uma espécie
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bacteriana. Estes autores concluiram que o0 processo com consoOrcios € promissor
para biorremediacdo destacando as espécies: Mesorhizobium sp., Alcaligenes sp. e
Bacillus sp.

Na medida em que se constatou que nao houve diferenca estatistica entre o
potencial de degradacdo dos consércios de fungos e bactérias, e o potencial da
agua do rio Negro, buscou-se na literatura pesquisas e estudos para embasamento
sobre a microbiota do rio negro.

Batista (2009) produziu um consorcio de bactérias isoladas a partir de
macréfita aquéatica amazbnica e avaliou quanto a degradacao de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos em experimento contendo agua de rio da Amazénia. O
consorcio foi constituido pelas linhagens identificadas como Stenotrophomonas sp.,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp, Methylobacterium radiotolerans e
Acinetobacter baumannii, sendo utilizadas as técnicas de bioaumentacdo e
bioestimulacéo. Os resultados obtidos demonstraram que o efeito principal de todos
os parametros analisados (consorcio, fonte adicional de carbono e nitrogénio e
correcdo de pH) influenciaram positivamente na degradacdo dos hidrocarbonetos
avaliados.

Neves (2013) desenvolveu pesquisa com o0 objetivo de caracterizar a
microbiota bacteriana do rio Negro em relagéo ao periodo sazonal, com énfase em
unidade formadora de col6nias, metagenémica e abordagem Molecular. O autor
destaca que o filo Proteobacteria foi dominante nestas duas coletas do rio, 0s
géneros dominantes deste filo na época de cheia do rio foram Limnohabitans,
Methylomonas, e outro filo expressivo foi Acidobacteria do género Gp3. No periodo
de vazante os géneros abundantes foram Polynucleobacter, Acinetobacter,
Curvibacter, Chromobacterium, dentro do filo Proteobacteria. Corroborando Peixoto
e colaboradores (2011) em estudo realizado nos rios Negro e Solimdes registraram
a dominancia do género Polynucleobacter na biblioteca do rio Negro e rio Solimdes
e para ambos os rios a predominancia do género Pseudomonas e actinobactérias.

Dos géneros apresentados pelos autores Neves (2013), Peixoto e
colaboradores (2011) no isolamento de microrganismos na agua do rio Negro e
Solimdes, os género Acinetobacter e Pseudomonas apresentam potencial como
degradadores de hidrocarbonetos de petréleo e estdo presente nesta pesquisa.

Dessa forma, recomenda-se uma analise aprofundada a ser feita na

microbiota do rio Negro para elucidar o potencial de degradacdo apresentada, pois
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Neves (2013),

microrganismos com potencias degradadores, levando-nos a acreditar que a

Peixoto e colaboradores (2011) apresentaram géneros de

degradagcdo ocorra possivelmente pelos microrganismos presente na microbiota
nativa, cultivavel e nao cultivivel. Vale destacar que os autores Neves (2013),
Peixoto e colaboradores (2011) relatam a existéncia nesses rios de um grande

namero de espécies microbianas ainda desconhecidas pela ciéncia.

4.6.1 Anadlise da degradacao dos compostos fenantreno e naftaleno por consorcios
de microrganismos através da quantificacdo por cromatografia gasosa e

espectrometria de massa

Os resultados da degradacdo de naftaleno pelos consorcios de fungos,
bactérias e misto (F/B) estdo descritos na tabela 20, com as respectivas
concentragcbes de naftaleno nas amostras e nos controles, taxas de biodegradacao

das réplicas, taxa de biodegradacdo das médias e a média de desvio padréo.

Tabela 20: Somatdria das concentracdes do composto naftaleno, média das
réplicas, porcentagem de biodegradacao e desvio padrdo dos consércios de
fungos, consorcios de bactérias e consorcios (misto F/B)

NAFTALENO
= (ug mL™) Mégias Biodegradagdo (%) g dlt\e/lgér(:gagéo +B[ijoedstf/?cr)ag:§r€1;o
1 2 ugmL™ | 1 2 3 % (%)
CONSORCIO DE FUNGOS
CTLMEIO-40 | 453 | 31,1 | 73,1 49,8
CTLAGUA-40| 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0(100,0{100,0 100 0,0
Cons. Fungos | 0,0 0,9 0,0 0,3 100,0| 98,2 {100,0 99 1,0
CONSORCIO DE BACTERIAS
CTLMEIO-40 | 453 | 31,1 | 73,1 49,8
CTLAGUA-40| 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0(100,0{100,0 100 0,0
Cons. Bactéria | 0,0 0,9 0,0 0,3 100,0| 98,2 {100,0 99 1,0
CONSORCIO MISTO (F/B)
CTLMEIO-80 | 996 | 959 | 55,8 83,8
CTLAGUA-80| 1,3 0,0 0,8 0,7 98,4 1100,0] 99,0 99 0,8
Cons. Misto 8,3 0,0 12,5 6,9 90,1 |100,0] 85,0 91 7,6
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A Figura 43 apresenta a comparacéo dos controles e dos resultados dos trés
experimentos para avaliacdo da degradacdo do composto naftaleno pelos
consorcios de fungos, bactérias e consorcios misto (F/B).
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Figura 43: Porcentagem do composto naftaleno nos controles, dos ensaios com agua do Rio Regro e
dos consércios microbianos dos experimentos 1, 2 e 3.

No experimento 1, figura 43 o naftaleno foi 100% degradado tanto no controle
com agua do rio Negro quanto pelo consorcio de fungos. No experimento 2, o
naftaleno foi 100% degradado tanto no controle com agua do rio Negro quanto pelo
consorcio de bactérias.

No experimento 3, ao ser comparado o controle com 100% do composto de
naftaleno, 99,2% foram degradados no controle com a agua do rio negro, e 91,7%
foram degradados pelo consércio misto (F/B).

De acordo com os resultados dos ensaios dos consorcios de fungos,
bactérias e misto (F/B) conclui-se que os consorcios ndo apresentaram potencial de
degradacdo do composto de naftaleno frente ao controle com agua do rio Negro.
Dessa forma necessita-se de estudos detalhados no que se refere a agua utilizada.

Outro composto analisado foi o fenantreno, os resultados dos consércios de
fungos, bactérias e misto (F/B) estdo descritos na tabela 21, com as respectivas
concentracbes totais do composto de fenantreno nas amostras e nos controles,
taxas de biodegradacao das réplicas, taxa de biodegradacdo das médias e a média

de desvio padrao da biodegradacao.
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Tabela 21: Somatéria das concentracdes do compoto fenantreno, média das
réplicas, porcentagem de biodegradacdo e desvio padrdo do consoércio de
fungos, consorcio de bactérias e consércio (misto F/B)

FENANTRENO
T (ugmL™) Mégias Biodegradagdo (%) Biodgﬂgégc?agéo +B|i30degraga§é~o
* DesVvio FPadrao
1 2 3 (ugmL™ | 1 2 3 % (%)
CONSORCIO DE FUNGOS
CTL MEIO-40 | 55,43 | 53,21 | 54,04 542
CTL AGUA-40| 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0/100,0{100,0 100 0,0
Cons. Fungos | 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0/100,0{100,0 100 0,0
CONSORCIO DE BACTERIAS
CTL MEIO-40 | 55,43 | 53,21 | 54,04 542
CTL AGUA-40| 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0/100,0{100,0 100 0,0
Cons. Bactéria | 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0/100,0{100,0 100 0,0
CONSORCIO MISTO (F/B)
CTLMEIO-80 | 99,3 | 92,3 | 85,3 92,3
CTLAGUA-80| 2,65 | 25,47 | 0,0 14,6 97,1724 0,0 84 17,5
Cons. Misto 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0/100,0| 0,0 100 0,0

A figura 44 ilustra o comportamento de degradacdo dos microrganismos na

degradacao do composto de fenantreno.
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Figura 44: Porcentagem do composto fenantreno nos controles, dos ensaios com agua do rio Regro
e dos consorcios microbianos dos experimentos 1, 2 e 3.
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No experimento 1, figura 44 o fenantreno foi 100% degradado tanto no
controle com 4gua do rio Negro quanto pelo consércio de fungos. No experimento 2,
o fenantreno foi 100% degradado tanto no controle com agua do rio Negro quanto
pelo consorcio de bactérias.

No experimento 3, ao ser comparado o controle com 100% do composto de
fenantreno, 84,8% foram degradados no controle com a agua do rio negro, e 100%
foram degradados pelo consércio misto (F/B).

Frente aos resultados observa-se que para 0 composto fenantreno o
consorcio misto (F/B) apresenta maior potencial de degradacdo, apresentando-se
como fator positivo para a degradacao deste composto.

Jacques (2005) isolou, identificou e caracterizou microrganismos
degradadores e mineralizadores de antraceno, fenantreno e pireno e avaliou a
influéncia do pH, a disponibilidade de agua, e nutrientes (N, P, Fe, S) para
biorremediagcdo de solo contaminado com antraceno. Ao final das andlises ele
verificou que o consorcio microbiano de 6 bactérias (Mycobacterium fortuitum,
Bacillus cereus, Microbacterium sp., Gordonia polysisoprenivorans, Microcateriaceae
bacterium e Naphthaleneutillizing bacterium) e um fungo (Fusarium oxysporum)
degradou 48, 67 e 22% do antraceno, fenantreno e pireno respectivamente; e em
solo degradou 92% e mineralizou mais de 78% desses hidrocarbonetos em
diferentes concentracodes.

Na Tailandia, Charoenchang e colaboradores (2003) encontraram um potente
consorcio de microrganismos degradadores de fenantreno, fluoranteno e pireno. As
bactérias foram isoladas de folhas de arvores tropicais e foram utilizadas na
bioaumentacdo de solo contaminado com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
Através dos resultados, os autores sugerem que 0S microrganismos associados as
folhas tropicais possuem potencial para preparo de consorcio para ser usado na
biorremediacao.

Em sua pesquisa Jacques (2005) isolou, identificou e caracterizou
microrganismos degradadores e mineralizadores de antraceno, fenantreno e pireno,
e avaliou fatores fisico-quimicos para biorremediacdo. Utilizou uma contaminacao
laboratorial, e incubou neste solo contaminado, um solo de landfarming (com
diversas espécies de microrganismos) utilizado para biorremediacdo de residuos

petroquimicos, objetivando uma posterior identificacdo dos microrganismos
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degradadores destes HPAs. Através dos resultados comprovou degradacdo de
antraceno, fenantreno e pireno de 48, 67 e 22% respectivamente, analisados por
cromatografia gasosa. A mineralizacdo foi avaliada via respirometria, obtendo mais
de 78%.

Clemente e colaboradores (2001), utilizaram 13 deuteromicetos lignoliticos
cultivados em meio contendo HPAs por 6 e 10 dias, e com adicdo de HPAs
diretamente aos indculos no primeiro dia e terceiro dia de cultivo, e selecionou a
melhor linhagem de acordo com a melhor degradacdo de HPAs. Esta selecdo foi
monitorada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) onde se verificou
gue a melhor degradacao do naftaleno foi de 69% obtida pela linhagem 984, tendo a
atividade de Mn-peroxidase determinada por oxidacdo do fenol seguida pela
linhagem 870 com 17% de degradacdo a qual apresentou atividades de lignina
peroxidase determinada pela medida da oxidacdo do alcool veratrii e lacase
determinada via oxidagdo da H,O, independente da oxidagdo da siringaldazina. A
melhor porcentagem de degradacdo de fenantreno foi de 12% observada pela
linhagem 870 contendo atividades de Mn-peroxidase e lacase. Outro exemplo de
estudo envolvendo degradacdo de HPAs foi realizado por Silva e colaboradores
(2003) que ao efetuarem isolamentos de microrganismos em sedimentos de estuario
com o intuito de identificar os fungos com capacidade de degradar HPA isolaram o
Cyclothyrium sp, que degradava simultaneamente 70% de fenantreno, 74% pireno,
59% antraceno e 38% benzo[a]pireno. Em trabalho desenvolvido para a verificagao
do potencial de biorremediacdo de um consocio dos fungos Trametes versicolor,
Bjerkandera sp. e lopharia spadicea obteve-se como resposta 70% de degradacao
do naftaleno (ANASTASI et al., 2008).

4.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica apresenta a média do desvio padrdo, necessaria no
diagndstico da manipulacdo dos experimentos para avaliar o percentual de erros e
acertos na execucao destes.

O teste de biodegradabilidade utilizando o consércio de fungos foi o que
melhor apresentou acerto na manipulacdo do experimento com a média de 0,1%

para o desvio padrdo, seguido pelo consércio de bactérias com 2,4 e consorcio
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misto com 2,7. A Tabela 22 apresenta a andlise de variancia do experimento como
um todo, aonde P significa os consércios (Tratamento 1: consoOrcio bactérias x
fungos; Tratamento 2: consorcio de bactérias e Tratamento 3: consércio de fungos)
e S significa o meio sintético esterilizado contendo diesel e o controle com agua

comparados com 0s respectivos consorcios.

Tabela 22: Quadro de analise de variancia do experimento na degradacao do diesel

C. Variagao G.L* S. Q.** Q. M.*** Ferrx
Tratamentos (P) 2 197,3119 98,6559 25,43
Residuo (A) 6 23,2778 3,8796
(Parcelas) (8) 220,5896
Tratamentos (S) 2 54735,4585 27367,7293 8097,85
Interagdo P x S 4 293,9593 73,4898 21,74
Residuo (B) 12 40,5556 3,3796
TOTAL 26 55290,5630

*G.L: Grau de liberdade; **S. Q.: Soma de quadrados; ***Q.M.: Quadrados médios; ****Fc: Valor da
estatistica.

Nota-se pela tabela que houve diferenca significativa (p<0,01) entre os
consorcios, isto €, houve diferencas quanto a eficiéncia de degradacdo, bem como
entre os controles quando comparados entre si e com 0s consorcios. Diante dos
dados, constata-se que o consoércio misto (F/B) apresentou maior poder de
degradacéao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Na medida em que houve diferenca significativa ao nivel de 1% entre os
consorcios apresentados pela andlise de variancia, foi realizado o teste Tukey

(p<0,01) (Tabela 23) para a comparacédo entre as médias de cada consorcio.

Tabela 33: Teste Tukey (p< 0,01) para comparacdo de medias de degradacéao
(%) entre os consorcios (f = fungos; B = bactérias e BF = bactérias x fungos)

TESTE DE TUKEY

DMS (TUKEY) = 2,8495
Tratamento. Média
Consorcio de Fungos (F) 65,6333 A
Consorcio de Bactérias (B) 65,3111 A
Consorcio Misto (F/B) 59,7444 B

A Tabela 23 demonstra que o consorcio misto (BF) proporcionou o menor

valor quando comparado com os consorcios exclusivos de bactérias (B) e de fungos
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(F), que nao apresentaram diferenca estatistica significativa entre si. Entretanto o
consoércio misto (F/B) possui uma quantidade duplicada de composto com
hidrocarbonetos policiclicos arométicos e o valor obtido no teste de Tukey, ndo
diminui o poder de degradacéo do consorcio misto (F/B).

Tabela 24 apresenta uma comparacédo dos resultados de degradacdo do
diesel em cada consoércio (BF, B e F) comparando-0os com 0s respectivos controles
(CT meio e CT agua).

Tabela 24: Teste Tukey (p< 0,01) para comparacdo de médias de degradacédo
(%) entre os consorcios e 0s respectivos controles

Teste Tukey (p< 0,01)

Consoércio F/B* 97,5 A | Consoércio B** 98,7 A | Consorcio F*** 99,6 A
Controle Meio 81,7 B | Controle Meio 97,3 A | Controle Meio 97,3 A
Controle Agua 0,0 C | Controle Agua 0,0 B | Controle Agua 0,0B

*FB: fungos e bactérias; **B: bactérias, ***F: fungos

Para o consércio misto (F/B), houve diferencas significativas quando se
comparou com os controles, bem como, entre os controles em si. Isto é, embora o
controle contendo agua do rio negro tenha promovido degradacdo do diesel pela
microbiota selvagem, esta degradacdo foi inferior e diferente estatisticamente do
consaorcio misto (F/B).

No entanto, os consorcios de fungos e bactérias foram os que apresentaram
as maiores médias, mas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre o controle
contendo agua do rio negro, o que esta representado pela mesma letra quando da
utilizacao do teste Tukey. Somente quando se comparou com 0 meio sintético € que
houve diferencas significativas.

Os resultados mostram a necessidade de estudo sobre a agua do rio negro
com objetivo para uso na biorremediacdo, ou melhorar as condi¢des reacionais que
permitam a esses microrganismos selecionados nos consorcios de efetivarem a
degradacéao do diesel com maior eficiéncia.

A Tabela 25 apresenta a analise de variancia do experimento analisando a

degradacé&o do naftaleno.
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Tabela 25: Tabela de analise de variancia do experimento de degradacdo do

naftaleno

C. Variacao G.L S. Q. Q. M. Fc
Tratamentos (P) 2 45,4141 22,7070 2,76
Residuo (A) 6 49,3178 8,2196
(Parcelas) (8) 94,7319
Tratamentos (S) 2 57856,8674 28928,4337 4333,01
Interacdo P x S 4 65,2904 16,3226 2,44
Residuo (B) 12 80,1156 6,6763
TOTAL 26 58097,0052

*G.L: Grau de liberdade; **S. Q.: Soma de quadrados; **Q.M.: Quadrados médios; ****Fc: Valor da

estatistica.

N&do houve diferencas estatisticas significativas entre o0s consércios na

degradacao do composto naftaleno, mas houve uma diferencga significativa (p<0,01)
entre os controles. Notadamente com relacdo ao controle com meio sintético que

nao promoveu degradacao.

A Tabela 26 mostra a analise de variancia do experimento analisando o

fenantreno.

Tabela 26: Tabela de anélise de variancia do experimento de degradacéao do

fenantreno

C. Variagao G.L S. Q. Q. M. Fc
Tratamentos (P) 2 154,7030 77,3515 4,56
Residuo (A) 6 101,6822 16,9470
(Parcelas) (8) 256,3852
Tratamentos (S) 2 57108,0363 28554,0181 1684,90
Interacdo P x S 4 309,4059 77,3515 4,56
Residuo (B) 12 203,3644 16,9470
TOTAL 26 57877,1919

*G.L: Grau de liberdade; **S. Q.: Soma de quadrados; ***Q.M.: Quadrados médios; ****Fc: Valor da

estatistica.

Para o naftaleno,

houve diferenca significativa entre 0s consorcios,

destacando-se o consorcio misto (F/B), em funcéo da degradacédo do composto.

Estes dados corroboram com a analise anterior, principalmente para 0s

consorcios exclusivos de bactérias e de fungos, que ndo apresentaram diferencas
estatisticas na degradacéo do diesel, o que se reflete na decomposicao semelhantes

apresentada para o naftaleno e fenantreno entre os consorcios testados.
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4.8 Avaliagéo da Toxicidade

Os testes de toxicidade com os microcrustaceos tém sido frequentemente
utilizados devido ao seu baixo custo e simplicidade. Assim, o teste realizado com as
larvas de Artemia salina auxiliou na avaliagdo da toxicidade dos extratos dos
consorcios de fungos, bactérias e misto (F/B) permitindo observar os indices de
mortalidade e as respectivas concentracoes.

Em relacdo ao indice de mortalidade (Tabela 27), a concentracdo 50% do
extrato, mostrou-se téxica para os microcrustaceos, causando a mortalidade de

larvas.

Tabela 27: Teste de toxicidade com Artemia salina em concentracdes de 1,56 a
50%

Consoércios 100% | Agua 0%
Controle | Controle | 50% | 25% 12,5% | 6,25% | 3,125% | 1,56%
negativo | positivo

Consorcio de --- +++ +++ | 4+ | 4+ +++ +++ +++
Fungos

Consorcio de --- +++ +++ | 4+ | 4+ +++ +++ +++
Bactérias

Consorcio --- +++ e B B s +++ +++ +++
Misto (F/B)

(---) Triplicata: Microcrustaceos mortos; (+++) Triplicata: Microcrustaceos vivos.

O teste de toxicidade com Artemia salina nas concentracfes propostas
apresentou na concentracdo de 50% do extrato 10% de mortalidade dos
microcrustaceos. Baseando-se na classificacdo de Harving e Scott (1971), que
estabeleceram critérios para a classificacdo da toxicidade de extrato utilizando
somente o namero de microcrustaceos, classificou-se a mortalidade destes como
ligeiramente téxicos (LT), com uma proporcéao de 10 a 49% de mortalidade conforme
classificacdo sugerida pelos referidos autores. Para a determinacdo da ClLsp
(concentracdo letal média), nas concentracdes apresentadas ndo ocorreram
resultados suficientes para o calculo da R2, entretanto Dolabela (1997) estabeleceu
outros critérios para a classificacdo da toxicidade de um composto, baseando-se em
estudos de atividades antitumoral e anti-Trypanossoma cruzi, avaliou a toxicidade

através das concentracdes dos extratos constatando a CLsp. A concentracdo de
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50% corresponde a 100 pg/mL, sendo classificada segundo o autor como toxicidade
moderada (TM), para os valores entre 80 a 250 pg/mL.

Segundo Alves et al.,, (2000), extratos somente sao considerados ativos
quando CLsp € alcancada em concentragfes igual ou menor que 100 pg/g ou ug
/mL.

Ensaios de letalidade com Artemia salina definem valores da dose letal média
(DL50) em pg/mL de compostos ou extratos, sendo que dezenas de substancias
ativas conhecidas apresentam toxicidade ao realizar este teste (MEYER, 1982).

No trabalho realizado por Campos et al., (2002), os efluentes de uma refinaria
de petroleo foram testados quanto a toxicidade frente a Artemia salina antes e apdés
serem submetidos a tratamento primario associado a um secundario. Os autores
obtiveram CLsp, média de 1,2% para o efluente e nenhuma mortalidade significativa
observada para o efluente. No presente estudo nédo foi possivel estimar a CLsy do
efluente em varias coletas, confirmando o sucesso do tratamento (remocdo de
toxicidade).

Os microrganismos isolados e identificados para o consorcio apresentaram
resultados relevantes para a pesquisa, pois através da cromatografia foram
classificados como potenciais degradadores de hidrocarbonetos de petréleo,
destacando o consércio misto (F/B), sendo este classificado quanto a toxicidade
como ligeiramente toxicos, ndo apresentando prejuizos ao meio ambiente e nem aos

seres humanos.
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5 CONCLUSOES

A biorremediacdo é uma pratica que tem alcancando importancia mundial,
uma vez que o aumento da atividade industrial estd degradando, cada vez mais, 0s
ecossistemas naturais. O emprego de microrganismos autoctones para o tratamento
de ambientes contaminados necessita de maior atencdo, apresentando-se como

uma alternativa viavel e de baixo custo;

As macrofitas aquaticas apresentaram-se como indicadores positivos para
isolamento de microrganismos com potencial degradador de hidrocarbonetos, a
espécie vegetal Eichornia crassipes (Mart.) Solms, destacou-se no isolamento de
bactérias, enquanto que Cyperus ligularis L. (Cyperaceae) destacou-se no
isolamento de fungos. A espécie Ichnanthus calvescens Ddll (Poaceae), néo
apresentou nenhum microrganismo com potencial degradador de hidrocarbonetos

de petroleo;

A identificacdo molecular de géneros e espécies confirmou através da

literatura o potencial dos microrganismos como degradadores de hidrocarbonetos;

Os testes propostos de selecdo utilizando petréleo como fonte de carbono e o
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) como aceptor de elétrons

apresentaram confiabilidade na sele¢ado primaria dos microrganismos;

Para o teste de toxicidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina nas
concentracbes propostas, somente a concentracdo de 50% do extrato foi a que
apresentou 10% de mortalidade dos microcrustaceos, sendo classificada como

ligeiramente toxicos (LT), e na determinagdo da CLsy (concentragdo letal média),
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como toxicidade moderada (TM), para o consorcio misto composto por fungos e
bactérias, os consorcios de fungos e consorcios de bactérias ndo apresentaram

toxicidade;

Os resultados indicam que a eficiéncia dos consorcios é relativa, pois na
medida em que ndo sdo diferentes estatisticamente dos controles, ha de se
considerar que a microbiota selvagem também apresenta capacidade de
degradacdo e que as populacdes de bactérias e de fungos selecionadas e
inoculadas ndo sdo mais eficientes do que estes quando comparadas. Entretanto,
guando se associa o consorcio de fungos aos de bactérias estes apresentam
potencial degradador significativo, quando comparado aos controles;

Na degradacdo dos compostos de naftaleno e fenantreno, o composto
fenantreno foi o que melhor foi degradado pelo consorcio misto composto por fungos
e bactérias, entretanto o naftaleno foi mais degradado pelo controle com agua do rio
Negro, destacando o potencial dos microrganismos selvagens que merecem

atencao nas futras pesquisas, no isolamento destes em aguas do rio Negro;

Assim, a pesquisa consolida o estudo quando compara estatisticamente que o
consorcio misto composto por fungos e bactérias apresentaram melhores resultados
para degradacéo de hidrocarbonetos de petroleo e derivados, tornando as linhagens

promissoras para possiveis tratamentos na biorremediacgéao;

Os resultados obtidos estdo proporcionando a equipe do Laboratério de
Biodegradacdo da Universidade Federal do Amazonas conhecimentos e
informacbes para aperfeicoar técnicas e desenvolver processos para a
biorremediacdo utilizando as culturas de microrganismos oriundos da regido

amazonica, identificadas na presente pesquisa.
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