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RESUMO

O vazamento ou derramamento de Oleo diesel em solo e corpos hidricos, devido sua
composicdo por compostos toxicos como os hidrocarbonetos policiclicos aromatico (HPA),
pode levar a alteracdo da qualidade ambiental das matrizes atingidas. Nesse sentido a
biorremediacédo tem sido uma técnica bastante estudada, considerando a existéncia de muitos
microrganismos que apresentam eficiéncia na degradacdo de tais contaminantes. As
rizobactérias, que possuem alto poder de producdo de biossurfactantes, tornam-se uma
alternativa viavel por serem microrganismos nao patogénicos e, assim, seguros a plantas e
animais. Diante disso, considerando que os solos de varzea sdo regifes sujeitas a
contaminacdo por derivados de petréleo e considerando que as rizobactérias sdo espéecies que
estdo presentes nesse tipo de solo e podem auxiliar no processo de degradacdo, o presente
estudo propbs-se a determinar o potencial individual de biodegradacdo de HPA de cinco
isolados de rizobactérias e do consorcio das cinco espécies em amostras de solo de varzea da
Amazodnia contaminado com Oleo diesel. Para isso, foi realizado um experimento utilizando
suspensdo microbiana com 1 x 10’ UFC.mL™ de cada espécie e do consércio entre elas, em
500 g de solo autoclavado e 6leo diesel como fonte de carbono. Além disso, foram feitas duas
amostras controle: (A) 500 g de solo autoclavado e éleo diesel e (B) 500 g de solo natural e
6leo diesel. Apds a montagem do experimento foram realizadas coletas para determinacdo dos
HPA nos tempos 0, 2, 5, 10, 15 e 21 dias. Apds os 21 dias do experimento, as bactérias INPA
R574 e INPA R598 degradaram 57,37% e 41,53%, respectivamente, do YHPA, enguanto as
demais apresentaram aumento na concentracdo do SHPA. Apos 2 dias, onde observaram-se as
melhores taxas de degradacdo, a espécie INPA R574 foi o microrganismo que mais se
destacou. Em se tratando do YHPA, essa bactéria degradou 62,15%, enquanto que, de maneira

individual, reduziu as concentracGes de acenafteno, fenantreno e benzo(a)pireno em 86,47%,



44,65% e 79,72%, respectivamente. No mesmo tempo, 0 consorcio apresentou taxa de
64,36%, valor superior, no entanto bem proximo a taxa individual da espécie INPA R574. O
microrganismo INPA R548 foi o que ndo contribuiu de maneira significativa para a
degradacdo de nenhum dos contaminantes estudados, bem como do SHPA. A amostra
controle A apresentou taxas de degradacdo relevantes, sugerindo que 0s nutrientes
adicionados ao controle favoreceram o crescimento de bactérias nativas do solo que foram

capazes de degradar os HPA do diesel adicionado as amostras.

Palavras-chave: Rizobactérias, biorremediacao, consorcio microbiano, varzea.



ABSTRACT

The leakage or release of diesel oil in soil and in hydric bodies, due to its composition by
toxic compounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), may lead to changes in
the environmental quality of the affected matrices. In this sense, bioremediation has been a
well studied technique, considering the existence of many microorganisms that present a
degradation capacity of such contaminants. The rhizobacterias, which have a high production
capacity for biosurfactants, become a viable alternative because they are non-pathogenic
microorganisms and thus safe to plants and animals. Therefore, considering that floodplain
soils are regions that are subject to the petroleum derivatives contamination, and considering
that rhizobacteria are species that are present in this soil type and can aid in the degradation
process, the aim study proposed the determination of the individual PAH biodegradation
potential of five isolates of rhizobacteria, and of the consortium of this five species, in
samples of floodplain of amazon contaminated with diesel oil. For this, an experiment was
carried out using the microbial suspension with 1 x 107 UFC.mL-1 of each bacterial type and
the consortium in 500 g of autoclaved soil and diesel oil as carbon source. In addition, were
done two samples control: (A) 500 g of autoclaved soil and diesel oil and (B) 500 g of natural
soil and diesel oil. After the experiment was set up, the samples were collected for PAH
determination at the times zero, 48 hours, 5, 10, 15 and 21 days. After 21 days of the
experimentation, the bacteria INPA R574 and INPA 598 degraded 57.37% and 41.53%,
respectively, of 3SPAH, while the others had an increase in concentration of SPAH. After 2
days, when the best degradation rates were observed, the specie INPA R574 was the
microorganism that most stood out. In the treatment of PAH, this bacterium degraded
62.15%, while, individually, it reduced the concentrations of acenaphtene, phenanthrene and

benzo(a)pyrene in 86.47%, 44.65% and 79.72% respectively. In the same time, the


https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/hydric+bodies.html

consortium presented rates of degradation of 64.36%, higher value, however close to the
individual rate of INPA R574. The INPA R548 microorganism did not significantly
contribute to the degradation of any of the contaminants studied, as well as XPAH. The
control sample (A) showed relevant degradation rates, suggesting the nutrients added to the
control favored the growth of native soil bacteria that were able to degrade the PAH of the

diesel added to the samples.

Key words: Rhizobacteria, bioremediation, microbial consortium, floodplain.
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1. INTRODUCAO

Abacia hidrografica do rio Amazonas é constituida pela mais extensa rede
hidrogréfica do globo terrestre, ocupando uma area total da ordem de 6.110.000 km?, desde
suas nascentes, nos Andes Peruanos, até sua foz no oceano Atlantico (na regido norte do
Brasil). Essa regido é caracterizada pelo transporte fluvial de petroleo e derivados, granéis
solidos (grédos e minérios), de carga geral e de passageiros, além de desempenhar alta funcéo
social de abastecimento e comunicacdo entre as comunidades ribeirinhas (ANA, 2016;
FILIZOLA; GUYOUT, 2011).

Em toda a Amazobnia o transporte de escoamento de insumos € predominantemente
realizado pelas hidrovias, tendo em vista a pequena malha rodoviéria e as caracteristicas
fisicas e geograficas da regido — que levam a dependéncia do transporte hidroviario para a
manutencdo de suas atividades (ANTAQ, 2011).

De acordo com o Sindarma (Sindicato das Empresas de Navegacdo Fluvial no
Amazonas), o transporte de granéis liquidos conta, atualmente, com uma frota de 250 balsas
com capacidade para transportar 3 bilhdes de litros de derivados de petrdleo ao ano, que
asseguram sua distribuicdo para consumo e para geracao de eletricidade na quase totalidade
dos municipios da Amazonia.

Além da combustdo incompleta da matéria organica e queima da vegetacdo
(SAMANTA et al., 2002) — processos que podem ocorrer naturalmente no meio, o transporte
de derivados de petroleo e a utilizagdo de oOleo diesel e gasolina como combustiveis das
embarcagdes que circulam na regido sdo possiveis fontes de contaminagcdo de ecossistemas
terrestres e aquaticos. Relatdrios de 6rgdos ambientais e matérias veiculadas pela midia
registram vazamento de combustiveis em meio aquatico, principalmente por causas

acidentais.
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Em marco 2013, uma balsa tombou na orla do Rio Negro, em Manaus, e provocou o
vazamento de 15 mil litros de 6leo. Ainda no mesmo ano, tanques que transportavam CAP20
- composto de derivado de petréleo utilizado na composicdo do asfalto - tombaram no Rio
Negro, nas proximidades do Porto do Sdo Raimundo, Zona Oeste de Manaus, causando 0
vazamento de aproximadamente 60 mil litros do Oleo no local, segundo o Corpo de
Bombeiros. J& em outubro de 2016, por conta do travamento de uma valvula de transferéncia,
houve o vazamento de 6leo durante a permuta de derivados de petréleo entre duas balsas
pertencentes a um porto privado na capital do Amazonas (G1, 2018a; G1, 2018b; D24am,
2018).

Mais recentemente, em marc¢o de 2018, uma balsa transportando 6leo diesel se chocou
com uma pedra submersa na regido de Santa Isabel do Rio Negro e, conforme a tripulacéo, 3
mil litros de combustivel vazaram na agua (ACRITICA, 2018).

O Brasil possui uma matriz hidrotérmica de geracdo de eletricidade, desta forma, as
usinas hidroelétricas e termoelétricas sdo responsaveis pela maior parte do suprimento de
eletricidade nacional. Na regido Norte, as usinas abastecidas por 6leo diesel estdo instaladas
para atender os sistemas isolados que ainda ndo foram conectados ao Sistema Interligado
Nacional (SIN), e, os maiores sdo Acre-Ronddnia, Manaus e Macapa. (IEMA, 2016; LIMA,
SOUZA, 2014).

Segundo o Balanco Nacional Energético, em 2014, 63,2% da demanda total de
eletricidade (590 TWh) foi suprida por hidroeletricidade seguido pela termoeletricidade de
origem fossil com 24,2% (4,5% por carvao mineral, 6% Oleos diesel e combustivel e 13,7%
por gas natural) (IEMA, 2016).

A utilizacdo do 6leo diesel para a geracdo de eletricidade nas termelétricas da regiéo e,
consequentemente, o transporte fluvial deste 6leo na bacia amazonica pode ser considerado

uma possivel fonte de contaminacéo de ecossistemas amazonicos.


http://g1.globo.com/am/amazonas/cidade/manaus.html
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Outra possivel fonte de contaminacdo sdo os tanques subterraneos de armazenamento
de combustivel. O vazamento de tanques subterraneos contendo derivados de petroleo pode
acarretar problemas a populacdo, oferecendo riscos a saude publica e aos ecossistemas. Em
casos de vazamento, o lencol fredtico pode ser atingido por substancias perigosas, em grande
parte dos casos, carcinogénicas e depressoras do sistema nervoso central (ALMEIDA et al.,
2007; FOGAGA, 2015).

Em um derramamento de 6leo diesel, uma das principais preocupacfes, além da
contaminacdo do ecossistema do solo, é também, a de aquiferos, sobretudo aqueles utilizados
para 0 abastecimento humano. Apdés atingir a agua subterranea, os contaminantes derivados
do petréleo sdo transportados com a fase liquida e podem atingir os rios e as captacdes através
de pocos rasos e profundos (CORSEUIL; MARINS, 1997; ANDRADE et al., 2010).

Em casos de derramamento de petréleo e seus derivados em meio aquatico, o produto
derramado flutua e extensas manchas sdo formadas, denominadas marés negras, as quais Sao
altamente destruidoras, podendo ocorrer efeitos imediatos ou a longo prazo. Quando essas
manchas atingem as zonas costeiras, bem como as areas de varzea da Amazobnia, a fauna e
flora recebem grande carga de substancias hidrofébicas e tdxicas, representando um perigo
para a cadeia tréfica e alimentar, além de acarretar consequéncias econémicas e sociais
(SILVA et al., 2009).

A grande preocupagdo com 0s riscos que o vazamento do petroleo e seus derivados
pode acarretar € compreendida quando se estuda sua composicdo quimica. Dentre as
substancias que constituem o petroleo e seus derivados, os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, HPA, sdo destacados, pela Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA), como de relevancia em relacdo a toxicidade, pois sdo compostos muito estudados

devido ao potencial mutagénico e carcinogénico que as substancias do grupo e seus derivados
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apresentam e por serem considerados uma ameaca a vida da fauna e da flora de um ambiente
impactado (AYED et al., 2015; LEE; KNON, 2016).

As queimadas, a queima do 6leo — como, por exemplo, em motores a diesel, 0 intenso
fluxo de pequenas e grandes embarcacdes na orla de Manaus, a poluicdo doméstica e
industrial das principais bacias que entrecortam a cidade séo as principais fontes antrdpicas de
contaminantes na regido amazoénica (LOPES, 2010).

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), a partir de dados
existentes na literatura internacional, publicou, em 2001, a primeira lista de valores
orientadores para solos e aguas subterraneas no Estado de Sdo Paulo com concentracdo de
substancias quimicas para subsidiar aces de prevencdo e controle da poluicdo, visando a
protecdo da qualidade dos solos e das aguas subterrdneas e o gerenciamento de areas
contaminadas. Na lista vigente, publicada em 2014, o benzo[a]pireno, que € um dos 16 HPA
sinalizados pela USEPA, apresenta o valor de prevencdo de 0,1 mg Kg™* em solos. O que
significa dizer que concentracdes acima desse valor podem acarretar em alteracfes
prejudiciais & qualidade do solo e da 4gua subterranea (SAO PAULO, 2014).

A Resolucdo n° 420 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que
dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de
substancias quimicas e estabelece diretrizes para 0 gerenciamento ambiental de areas
contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades antropicas, estipula o valor
de prevencao de 0,025 mgKg™ para o benzo[a]antraceno em solos, que também se encontra na
lista dos 16 HPA sinalizados pela USEPA (BRASIL,2009).

A Resolucdo Conama 357/05, que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento e estabelece as condi¢Oes e padres de

lancamento de efluentes, estipula o valor limite maximo em aguas doces de 0,05 pg L para
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os HPA: Benzo[a]antraceno;  Criseno;  Benzo[a]pireno;  Benzo[b]fluoranteno;
Benzo[k]fluoranteno; Dibenzo[a,h]antraceno; Indeno[1,2,3-cd]pireno (BRASIL, 2005).

Considerando os riscos que os HPA podem gerar a fauna e flora de um ambiente por
eles impactados, tem sido dada uma atencdo maior ao desenvolvimento e implementagéo de
tecnologias que procuram degradar tais contaminantes. A biorremediacdo, processo que
envolve o uso de microrganismos para degradar constituintes organicos complexos, tem sido
proposta como uma tecnologia mais efetiva, econdémica e ambientalmente amigavel (AYED
etal., 2015; WU et al., 2016; CERQUEIRA, et al, 2011).

Muitos estudos tém sido realizados utilizando a biorremediacdo como técnica para a
degradacdo de HPA no ambiente. Cerqueira et al. (2011) mostraram que 0 consorcio
microbiano composto por cinco bactérias (S. acidaminiphila, B. megaterium, B. cibi, P.
aeruginosa e B. cereus) foi capaz de degradar, em meio liquido, alta concentracdo de
compostos saturados e aromaticos contidos nas amostras de lodo e solo produzindo
biossurfactante eficientemente. Luz et al. (2011) verificaram que o processo de degradacéo
por um consorcio com cinco espécies levou a producdo de emulsificantes, caracteristica que
facilita o processo de biodegradacao de derivados de petroleo.

Dentre as bactérias que sdo capazes de degradar tais contaminantes, destacam-se as
rizobactérias. Brito (2013) verificou que as rizobactérias estudadas — obtidas através da coleta
dos nodulos presesentes nas raizes de plantas leguminosas da regido amazodnica,
apresentaram-se como alternativa viavel e segura para a biorremediacdo de solos
contaminados com petroleo, pois apresentaram alta atividade emulsificante. WEI et al. (2008)
verificaram que o isolado de rizobactéria CCNWTB701 a partir de A. chrysopteru apresentou
habilidade de degradacdo de 99.5 a 78.3% dos contaminantes presentes nas amostras

estudadas.
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Dessa forma, considerando que os solos de varzea da AmazOnia sdo regides
suscetiveis a contaminacdo por petroleo e seus derivados, e considerando a caréncia de
estudos no que diz respeito ao potencial de degradacdo de HPA por rizobactérias — espécies
que estdo presentes nesse tipo de solo e possuem alto poder de producéo de biossurfactantes,
podendo contribuir na degradacdo de contaminantes —, constata-se a relevancia de pesquisas,

como a desta dissertacao, que avaliem essa tematica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O petrdleo é uma mistura complexa, incluindo hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
que sdo conhecidos por terem efeitos negativos sobre a saide humana e do ambiente (WU et
al., 2016). Nas refinarias, a partir do petréleo bruto, sdo produzidos os derivados como diesel,
gasolina, nafta, querosene de aviacdo, gas liquefeito de petroleo, lubrificantes, entre outras
substancias que servem de matéria prima para diversos outros produtos (PETROBRAS,
2018).

O Oleo diesel € o principal combustivel comercializado no mercado brasileiro,
utilizado no transporte de cargas e de passageiros, em embarcacdes, na industria, na geracdo
de energia, nas maquinas para construcdo civil, nas maquinas agricolas e locomotivas,
atendendo as necessidades dos consumidores e as mais avangadas tecnologias em motores e
combustédo (PETROBRAS, 2018).

De acordo com dados da Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), existem mais de 40 mil
revendas varejistas de combustivel em territorio Nacional. Em Manaus, ha registro de pouco
mais de 500 postos de revenda. Levantamentos realizados por agéncias ambientais indicam
que as areas, onde estdo localizados estes postos, sdo frequentemente atingidas por

vazamentos oriundos de tanques de armazenamento subterraneos, que podem causar
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contaminacdo do solo e &guas subterraneas, além de contribuirem para o risco de explosdes e
incéndios (ANP, 2016).

Dentre os danos causados por acidentes ambientais, aqueles que afetam o solo e a
atmosfera apareceram com valores expressivos, atingindo 166 (cento e sessenta e seis) e 161
(cento e sessenta e uma) ocorréncias, respectivamente em 2014 (IBAMA, 2015).

Em 2015, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) divulgou o Relatério de Acidentes Ambientais — referente ao ano de
2014. Para possibilitar o levantamento do volume dos produtos que atinge o0 meio ambiente,
eles foram separados por classes de risco e também pelas principais instalacbes ou
empreendimentos responsaveis.

Existem 09 (nove) classes de risco que podem ser subdivididas, de acordo com a
caracteristica do produto: Classe 1 — Explosivos; Classe 2 — Gases; Classe 3 — Liquidos
Inflaméaveis; Classe 4 - Sélidos inflamaveis; substancias sujeitas a combustdo espontanea,
substancias que, em contato com agua, emitem gases inflamaveis; Classe 5 — Substancias
Oxidantes, peroxidos orgéanicos; Classe 6 — Substancias Toxicas e substancias infectantes;
Classe 7 — Materiais radioativos; Classe 8 — Substancias corrosivas; Classe 9 — Substancias e
artigos perigosos diversos.

Dentre os produtos perigosos lancados no meio ambiente, a Classe 3 — Liquidos
Inflaméveis foi a que apresentou maior volume dentre as demais, havendo um registro de
10083,012 m* de produtos vazados. Em 2014, ano em que foi realizado o relatério, o 6leo
diesel foi o produto com maior volume vazado (533,37 m3); em segundo lugar aparece o

vazamento de gasolina (160 m?) e em terceiro o etanol (120 m3) (Figura 1).
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Figura 1. Volume em m? dos tipos de produtos envolvidos nos acidentes ambientais pertencentes a Classe de
Risco 3 — Liquidos inflamaveis. Fonte: (IBAMA, 2015).

Diante disso, estudos que tratem da remediacdo de ambientes impactados por esse
derivado do petréleo sdo bastante relevantes, pois se trata do produto com maior registro de
vazamento no ambiente nas Ultimas pesquisas e daquele que possui grande importancia para o
pais, tanto pelo volume consumido quanto pela importancia e dispersdo entre os setores da

economia.

2.1 OLEO DIESEL

O gas liquefeito de petréleo (GLP), gasolina, nafta, 6leo diesel, querosene de aviacao
(QAV) e de iluminacdo, 6leo combustivel, asfalto, lubrificante, combustivel maritimo,
solventes, parafinas e coque de petréleo sdo os mais conhecidos derivados do petréleo. Entre
eles, 0 mais representativo € o 6leo diesel.

O dleo diesel recebeu esse nome em homenagem ao engenheiro mecanico aleméao
Rudolf Christian Karl Diesel (1858-1913), que, a partir da exploracdo dos efeitos da
combustdo provocada pela rea¢do quimica do 6leo de amendoim injetado num recipiente com
oxigénio presente no ar, inventou um motor de combustdo de pistdes capaz de movimentar
maquinas. Por ser simples e de facil aplicacdo, o motor ficou conhecido por todo o mundo,
substituindo os dispendiosos sistemas mecanicos a vapor usados em locomotivas e transportes

maritimos na época (CNT, 2011).
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A producdo de derivados do petroleo, como o Oleo diesel, ocorre nas refinarias, e
basicamente envolve trés processos principais:

A. A destilacdo: onde o petroleo é aquecido em altas temperaturas até evaporar.
Esse vapor volta ao estado liquido conforme resfria em diferentes niveis dentro
da torre de destilagdo. Em cada nivel hd um recipiente que coleta um
determinado subproduto do petrdleo.

B. A conversdo: processo que transforma as partes mais pesadas e de menor valor
do petroleo em moléculas menores (gaséleos e residuos), dando origem a
derivados mais nobres (GLP, querosene, diesel).

C. E os tratamentos, que sdo processos voltados para adequar os derivados a
qualidade exigida pelo mercado (PETROBRAS, 2018).

A distribuicdo por todo o pais de 6leo diesel provéem, em quase sua totalidade, das
refinarias da Petrobras. No Amazonas, atualmente, a Refinaria Isaac Sabba (Reman),
localizada a margem esquerda do Rio Negro, em Manaus, atua com capacidade de
processamento de 46 mil barris de combustivel/dia (PETROBRAS, 2018).

O dleo diesel é um produto inflaméavel, téxico, volatil e denso (ANP, 2016). Sua
composicdo especifica depende da fonte de petr6leo, do método de producdo e dos processos

de destilacéo.

2.1.1 COMPOSICAO DO OLEO DIESEL

O 6leo diesel, formado por meio da mistura de diversas correntes como gasoéleos, nafta
pesada, diesel leve e diesel pesado, contém de 2000 a 4000 hidrocarbonetos que compdem
uma mistura de compostos de cadeias lineares e ramificadas, cicloalcanos e compostos
aromaticos obtidos da destilacio da fracio média do petrleo. E um produto composto por
hidrocarbonetos e, em menor proporcao, nitrogénio, enxofre e oxigénio. A faixa de destilacdo

comumente é entre 220-380 °C. E, sua utilizagdo principal é feita nos motores ciclo Diesel (de
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combustdo interna e ignicdo por compressdo) em veiculos rodoviarios, ferroviarios e
maritimos e em geradores de energia elétrica (MARIANO, 2006; FERREIRA et al., 2008;
ANP, 2016).

O oleo diesel se caracteriza por apresentar, em sua composi¢do quimica, fracdes leves
de querosene e naftas com concentracdo de 5% a 10% e fracbes mais pesadas, como o 6leo
leve, com temperatura de destilacdo entre 160 °C e 380 °C — obtidos apds o craqueamento
catalitico do petréleo. Essa mistura complexa de n-parafinas, parafinas ramificadas,
cicloalcanos de um a trés anéis, aromaticos mono e polinucleados sdo complementados com
aditivos, como anticorrosivos, antioxidantes, antiespumantes, desemulsificante, que melhoram
0 desempenho deste combustivel (LAURO, 2006 & SOUZA, 2008 apud. AGUIAR, 2013).

Para atender as diversas aplicacdes do produto, varios tipos de classificacdes dele séo
encontradas. Uma delas € a classificacdo por tipo de uso: éleo diesel rodoviario, maritimo,
agropecuario, industrial e de geracdo elétrica. Em territorio nacional, a Resolucdo ANP N°
65, de 9 de dezembro de 2011 classifica os 6leos diesel de uso rodoviario em dois tipos:

| - Oleo diesel A: combustivel produzido por processos de refino de petrdleo, centrais
de matérias-primas petroquimicas ou a partir de matéria-prima distinta do petroleo,
previamente autorizado pela ANP para comercializacdo, destinado a veiculos dotados de
motores do ciclo Diesel, de uso rodoviario, sem adicéo de biodiesel;

Il - Oleo diesel B: dleo diesel A adicionado de biodiesel no teor estabelecido pela
legislagéo vigente.

A lei n°® 13.263, de 23 de margo de 2016 regulamenta a adi¢do de biodiesel ao 6leo
diesel comercializado com o consumidor final em territorio brasileiro. Este percentual deve
chegar a 10% até 2019. Isso porque o biodiesel apresenta beneficios tais como reducdo das

emissdes de dioxido de carbono em 78%, quando comparado ao diesel convencional, além do
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seu processo de producdo tender a ser mais limpo, apresentando significativas vantagens
ambientais (PELETEIRO et al., 2016).

Muitos estudos referentes a composicdo do 6leo diesel ja foram realizados. Em 2003,
Kaipper obteve a composicdo de uma amostra de Oleo diesel: 72,2% em massa dos
hidrocarbonetos alifaticos, dentre eles, 0,4% com duplas ligacdes em suas cadeias (compostos
oleofinicos), os outros 24,8% correspondiam a hidrocarbonetos aromaticos: 17,7%
monoaromaticos e 7,1% policiclicos aromaticos. Dos HPA detectados, 79% correspondiam a
naftalenos, 19% de poliarométicos de 3 anéis e 0s 2% restantes, eram policiclicos de maior
peso molecular (4 a 6 anéis).

Na composicdo do 6leo diesel, a maior ameaca para 0 meio ambiente e a salde
humana sdo os hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) e
os HPA. Esses compostos, em caso de derramamentos, podem levar a contaminacdo de
ecossistemas aquaticos e terrestres. Em vista disso, os HPA sdo uma classe de compostos

bastante estudada.

2.2 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPA)

Os HPA sdo compostos organicos formados por dois ou mais anéis benzénicos
condensados em arranjos lineares, angulares ou agrupados (BAIRD; CANN, 2011,
AZEVEDO et al., 2013). A ocorréncia desses compostos deve-se a sua geracdo a partir da
combustdo incompleta ou pirdlise de inUmeros materiais organicos, como carvéo, petréleo,
gas de petroleo e madeira (KADRI et al., 2016).

Atualmente, mais de 100 HPA sdo reconhecidos pela Unido Internacional de Quimica

Pura e Aplicada (IUPAC). No entanto, a USEPA classificou 16 dos HPA (Figura 2) como
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poluentes prioritarios com base na toxicidade, potencial de exposi¢cdo humana, frequéncia de

ocorréncia em locais de residuos perigosos, e a extensdo das informacdes disponiveis.

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno Fenantreno Antraceno
Fluoranteno Pireno Benz[a]antraceno Criseno Be'nzo[b]fluoranteno
Benzo[K]fluoranteno Benzo[a]pireno Indeno[123cd]pireno Dibenz[ah]antraceno Benzo[ghi]perileno

Figura 2. HPA prioritarios, de acordo com a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (EPA 1987).

Os HPA e seus derivados estdo associados a incidéncia de cancer, inclusive alguns
deles, como o benzo[a]pireno, sdo destacados como substancias relevantes pela Agéncia
Internacional de Investigacdo sobre o Cancer (IARC). Por esse motivo, tais compostos
constituem uma ameaca potencial para a salde de toda a populacdo. No entanto, aqueles
grupos populacionais constituidos por pessoas que residem ou trabalham em ambientes
diretamente influenciados por essas fontes estdo submetidos a um risco maior (NETTO et. al,
2000; BERNARDO et al., 2016).

Esses compostos ndo interagem diretamente com o material genético, pois, devido ao
seu carater lipofilico, os HPA e seus derivados podem ser absorvidos pela pele, por ingestao
ou por inalagdo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo onde, posteriormente, passam
por processos de ativacOes enzimaticas através do citocromo P450, formando metabdlitos
com elevada natureza eletrofilica denominados carcindgenos efetivos. Apds esse processo, 0s
compostos resultantes interagem com o DNA e RNA e possibilitam o surgimento de tumores

(NETTO et al., 2000; BERNARDO et al., 2016).



30

Os ricos a contaminacdo humana, bem como as diferentes matrizes ambientais, por
HPA ¢ significativo, o que se justifica em virtude das propriedades fisico-quimicas dessas

substancias e da grande distribuicdo no meio ambiente.

2.2.1 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS HPA

As propriedades fisico-quimicas dos HPA sdo de fundamental importancia para a
compreensdo de seu comportamento bioldgico e ambiental. Algumas dessas propriedades séo

mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de alguns HPA.

o Tempode
HPA N o Ianl\éll-l) s PV L(g/ga;< meiavidano
' (mgl?)  (Pa,25°C) solo (dias)
v Naftaleno 2 128 31 36,8 337 <125
v Acenafteno 3 152 16,1 414 400 40-60
v Fluoreno 3 166 19 071 418 60
v Fenantreno 3 178 1,1 0113 457 16—200
V' Antraceno 3 178 0,045 00778 454 16—200
v Pireno 4 202 0132 0,0119 518 1991870
v Benzo[a]pireno 5 252 0,0033 21310° 6,04 229530
v’ Benzo[ghiJperileno 6 276 0,00026 22510° 65 74—650

Nota de Avaliacdo: PM, peso molecular (g.mol-1); S, solubilidade (mg.L-1); PV, presséo de vapor (Pa — Pascal,
25°C); Log K(o/a), coeficiente de particdo (octanol/agua). Fonte: Adaptado de Netto et al., 2000 e
KUPPUSAMY et al., 2016.

Os HPA séo substancias pouco soltveis em agua e, em geral, sua solubilidade diminui
com o0 aumento do nimero de anéis. Apresentam coeficientes de particdo octanol-agua (log
Koa) que variam entre 3,37 e 6,75, demonstrando grande afinidade lipofilica, a qual aumenta
com o numero de anéis aromaticos da molécula (MEIRE et al., 2007).

Sdo compostos dificeis de degradar em matrizes naturais e a sua persisténcia aumenta
com o seu peso molecular (KADRI et al., 2016), o qual esta inversamente relacionado com a
solubilidade dos HPA. A volatilidade destes compostos diminui com o aumento do peso

molecular e, consequentemente, HPA de pesos moleculares mais baixos sdo mais volateis e
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apresentam maiores pressdes de vapor que 0s mais pesados, 0 que consequentemente acarreta
uma ampla dispersdo ambiental (NETTO et al. 2000; MEIRE, 2007).

No solo, os HPA encontram-se geralmente adsorvidos no material constituinte e ficam
retidos nas camadas superiores. As meias vidas dos compostos de maior peso molecular séo
relativamente elevadas e indicam que sua degradacéo ¢ lenta (NETTO et al., 2000).

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, a presenca generalizada no meio
ambiente, a resisténcia a biodegradacdo, ao potencial de bioacumulacdo e aos efeitos

mutagénicos e carcinogénicos, os HPA representam uma importante preocupacéo.

2.2.2 FONTES DE EMISSAO

As fontes priméarias de HPA, em varias matrizes ambientais (solo, &gua e atmosfera),
incluem fontes naturais e processos antropogénicos (WANG et al., 2016; KUPPUSAMY et
al., 2016). A formacéo desses contaminantes tem sua origem na combustio incompleta da
matéria organica. Fontes naturais incluem diagénese, erupcées vulcanicas, incéndios florestais
e de campos. As fontes antrdpicas incluem a combustdo de biomassa (por exemplo, madeira e
capim) e combustiveis fdésseis (por exemplo, petrdleo e carvao), derramamentos de petroleo
bruto e de 6leo refinado e emissdes de gases de escape de veiculos (XU et al., 2016; ANJOS,
2012; HARITASH; KAUSHIK, 2009; SAMANTA et al., 2002).

As maiores emissdes provém de processos industriais ligados a producdo de aco e
aluminio, da exaustdo de incineradores de rejeito e por residuos sélidos industriais. Atividades
petroquimicas, como o processo e refino na producdo de petréleo, assim como acidentes que
envolvem o derramamento direto de seus produtos e derivados em corpos receptores (como
lagos, rios e oceanos) também elevam consideravelmente 0s niveis ambientais de HPA
(KUPPUSAMY et al., 2016; MEIRE et al., 2007; WANG et al., 2016).

Dessa forma, a maior parte da contaminacéo de solos por hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos trata-se de um tipico efeito da atividade antropogénica. A contaminagdo de
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ambientes naturais por petroleo e seus derivados pode provocar polui¢do organica de agua
subterranea local, ameacar a seguranca da agua potavel, limitar o uso de agua subterranea, e
provocar enormes perdas econdmicas e desastres ecologicos (ANDRADE et al., 2010;
JACQUES et al., 2007).

Trabalhos que envolvam o estudo de estratégias para reduzir o impacto causado a
locais atingidos por substancias toxicas e prejudiciais ao meio ambiente como petroleo,
gasolina, dleo diesel e outros derivados, sdo fundamentais para tentar restabelecer a biota de

ambientes contaminados.

2.3 BIODEGRADACAO EM SOLOS CONTAMINADOS POR OLEO DIESEL

O oleo diesel é um poluente ambiental bem conhecido que pode facilmente contaminar
0 solo e as &guas subterraneas através de sua intrusdo por varias vias, como vazamentos em
tanques de armazenamento subterraneo, derramamentos acidentais, locais de perfuracgéo,
praticas inadequadas de descarte de lixo e lixiviacdo de aterros sanitarios (LAHEL et al.,
2016).

Diversas técnicas que envolvem métodos fisicos e quimicos podem ser empregadas
para remover 0s contaminantes do solo ou reduzir a concentracao destes poluentes como, por
exemplo: diluicdo, dispersdo, sor¢do, bombeamento, incineracdo e biorremediacdo (COSTA,
2011 apud. OLIVEIRA; ALVES, 2013).

De todas as técnicas de remediacdo natural, a biorremediacdo vem sendo bastante
documentada na recuperacdo de ambientes impactados por hidrocarbonetos de petréleo por
utilizar o potencial metabolico de certos microrganismos e diminuir o carater toxico de
determinados compostos (OLIVEIRA; MANFIO, 2006).

Técnicas de bioestimulacdo e/ou bioaumentacdo aumentam a eficiéncia da
biorremediagdo de solos contaminados com diesel. A bioestimulagdo é o processo no qual o

fosforo e o nitrogénio sdo introduzidos no solo para iniciar o crescimento de microrganismos



33

a fim de se obter taxas de biodegradacdo mais rapidas do diesel. E a bioaumentagdo é o

processo no qual os microrganismos potenciais sd@o inoculados em solo contaminado para

facilitar os processos de biodegradacao (LAHEL et al., 2016).

Nos trabalhos descritos na tabela 2, a seguir, observam-se estudos recentes que

englobam o estudo da biodegradacéo de solos contaminados por 6leo diesel.

Tabela 2. Estudos de biodegradacao de solos contaminados por 6leo diesel.

Referéncia

Resultados

Lin et al. (2009)

Lebkowska et. al (2011)

Chagas-Spinelli et. al (2012)

Guarino et. al (2016)

Apds 28 dias do processo, o 6leo diesel foi

degradado até 70%, utilizando bioaumentacao

e bioestimulacéo.

A bioaumentacéo por estirpes bacterianas
isoladas (duas espécies de Bacillus,
Pseudomonas mendocina e Acinetobacterl
woffii) resultou numa reducao global de cerca
de 80,53% do hidrocarbonetos total do diesel
em solos poluidos ap6s 65 dias.

O consorcio microbiano utilizado para
bioaumentacéo foi derivado do solo original
e, apos o periodo experimental, observou-se
uma eficiéncia de remocao de 87% dos HPA
encontrados na amostra quando utilizada a
técnica de bioestimulacdo associada a
bioaumentacéo.

O processo de landfarming associado a
bioaumentagdo permitiu atingir maior taxas
de biodegradacdo. Apresentando reducédo de
cerca de 86% do total de hidrocarbonetos.

Mesmo com todos os estudos realizados sobre processos para biorremediacéo de solos

contaminados, as rotas de biodegradacao, promovidas por bactérias, ainda ndo séo totalmente

conhecidas, no entanto ha inimeros trabalhos que sugerem as vias metabolicas de degradacao

de HPA, que sdo os compostos que, na composi¢do do oOleo diesel, sdo de maior ameaca para

0 meio ambiente e a saude humana (Figura 3).



34

Anaerobico OO
1.Fungo, Bactéria;

1. Bactérias 20,
2.0, HPA 3.Cyt-P-450 Monooxigenase
3 Dioxigenase H

Nitrato;
Metanogénico; 1. Fungos de podridao branca;

Sulfato. ¥ on 21,0, 0
g 3 Lignana/Mn peroxidase;
4 Lacase R 0
R "OH Hidrolase de epéxido
H

CondigGes Onido areno
redutoras Ciadinidrogiol Crido areno
Dehidrogenase -
HPA - Quinonas .
Rearranjo
OH néo
enzimatico
Fisséometa
Catecol
= Trans-dihidrodiol -
CHO Fiss&o oro
‘ COOH
=" “COOH
7 OH
R . ,COOH co, R
Semialdeido 2-hidroximuconico R
» ) Fenal
Cis, Gis — acido muconico 1.0-glicosideo;
2.0-glicuronideo;
3.0-sulfato;
4 O-xilosideo;
o 5.0-metil.

Co,

o,

Figura 3. Proposta do caminho microbiano de degradacdo de HPA. Fonte: adaptado de HARITASH e
KAUSHIK (2009).

A biodegradagdo de HPA normalmente acontece em trés fases. Na primeira etapa, o
composto aromético € transformado em um metabdlito intermediario central da via de
degradacdo dos HPA, normalmente um catecol — que € o intermediario central mais comum.

Na segunda, as enzimas de fissdo convertem os intermediarios centrais em compostos
que séo utilizados nas vias comuns de geracdo de carbono e energia da bactéria. Ocorre,
entdo, a abertura do anel do catecol por di-oxigenases, que catalisam a adicdo de oxigénio
molecular ao anel. Isso pode ocontecer em duas posi¢des: entre os grupos hidroxila (clivagem
intradiol ou orto), ou adjacente a um dos grupos hidroxila (clivagem extradiol ou meta)
(HEIDER e FUCHS, 1997; BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY e HARAYAMA, 2000;

SCRAMIN et al. 2003, DIAZ, 2004; JACQUES et al., 2007). As di-oxigenases intradiol
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possuem como cofator o Fe** e produzem o 4cido cis-cis-mucdnico. Enquanto as di-
oxigenases extradiol dependem do Fe*, produzindo o semialdeido 2-hidroximucénico e
podem ser subdivididas em proximais e distais, para caracterizar a posicdo da clivagem do
anel em relacéo ao radical (BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY e HARAYAMA, 2000;
SCRAMIN et al., 2003; DIAZ, 2004; JACQUES et al.; 2007).

Por fim, o produto resultante da abertura do anel é convertido em produtos que entram
no cliclo de Krebs. O acido cis-cis-muconico serd convertido em succinato e acetil-Co-A e 0
semialdeido 2-hidroximucdnico, serd transformado em acido piravico e acetaldeido
(KANALY e HARAYAMA, 2000; SCRAMIN et al., 2003; DIAZ, 2004; JACQUES et al.,

2007).

2.3.1 BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo pode ser definida como um processo de tratamento que utiliza
microrganismos que degradam e transformam compostos organicos, como o petroleo,
existentes nos solos contaminados, aquiferos, lodos e residuos sélidos, em compostos menos
complexos e geralmente facilmente degradaveis (TONINI et al., 2010; CERQUEIRA et al.,
2011; WANG et al., 2016).

As estratégias usadas para a biorremediacdo dos HPA podem ser divididas entre as
técnicas in situ, sem necessidade de remoc¢do do substrato contaminado, realizando-se as
atividades no proprio local poluido; e as técnicas ex situ, onde se faz necessaria a remogao do
substrato, procedendo-se a biorremediacdo em instalacbes apropriadas, fora do local
contaminado (WETLER-TONINI et al., 2010).

Chagas-Spinelli et. al (2012) mostraram o comportamento individual de 11 HPA

encontrados em uma amostra de solo contaminado por diesel em um periodo experimental de
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129 dias utilizando trés tratamentos de biorremediacdo: landfarming (LF), bioestimulacéo

(BS) e biestimulacao associada a bioaumentacao (BSBA) (Figura 4).
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Figura 4. Concentragdo individual de HPA durante o periodo experimental de 129 dias para os tratamentos de
LF, BS e BSBA. Adaptado de CHAGAS-SPINELLI et al., 2012.

O Landfarming é uma técnica ex-situ utilizada para tratamento de uma ampla gama de
hidrocarbonetos, consiste na degradacdo de residuos na camada superior do solo. A
bioestimulacdo e a bioaumentacdo sdo necessarias se as condi¢fes dos solos contaminados
ndo forem adequadas para os processos de landfarming, quer devido a falta de nutrientes,
oxigénio, substratos ou bactérias degradantes de contaminantes. A bioaumentacdo é uma
técnica na qual os microrganismos degradantes do petroleo sdo adicionados a matriz do solo e
na bioestimulagcdo, ocorre a introducdo de nutrientes essenciais ou biossurfactantes para
estimular a degradacdo microbiana do contaminante (WANG et. al, 2016; GUARINO et. al.,

2016; JACQUES et. al, 2007; TONINI et. al, 2010).
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Dois dos hidrocarbonetos com dois aneéis aromaticos, NAP e ACE, foram
completamente removidos depois de 10 e 60 dias, respectivamente. Enquanto que, FLU, com
também dois anéis aromaticos, foi quase completamente removido apds completos 129 dias.
Em geral, observou-se que os trés tratamentos apresentaram eficiéncias de remocéo final
muito elevadas e semelhantes para todos os compostos de dois anéis e com pequenas
variacdes nos demais compostos. O tempo necessario para remocao foi 0 mais curto para
NAP, seguido de ACE e, posteriormente, de FLU. (CHAGAS-SPINELLI et. al, 2012). Além
disso, na pesquisa realizada foi possivel observar que a taxa de biodegradacédo de todos HPA
estudados foi maior nos 15 primeiros dias de experimento.

O processo de biorremediacdo de solos contaminados com residuos oleosos depende
da capacidade de assimilacdo desses compostos pelos microrganismos. Muitos crescem na
presenca de contaminantes oleosos, levando a producdo de biossurfactantes, produzidos por
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que sdo importantes nos processos de
biorremediacdo de residuos oleosos (DEON et al., 2012).

Dentre as vantagens que tornam a biorremediacdo uma opgéo atraente na degradacgéo
de petréleo, frente a outros métodos de tratamentos, pode-se destacar que se trata de um
processo natural, algumas técnicas podem ser aplicadas in situ com perturbacdo ambiental
minima, sendo muitas vezes mais baratas e mais seguras. Além disso, muitos microrganismos
degradam varios poluentes permanentemente, podendo, ainda, ser associados a métodos de
tratamento fisicos ou quimicos (TONINI et al., 2010).

Levando em consideracdo esse tipo de tratamento e suas vantagens, bem como 0s
riscos de patogenicidade de determinados microrganismos, faz-se um destaque para
rizobactérias, em se tratando da degradacdo do petroleo e seus derivados, pois, além de

possuirem alto poder de producéo de biossurfactantes, tornam-se uma alternativa viavel para
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biorremediacdo por serem ndo patogénicos e assim seguros a plantas e animais (BRITO,

2013).

2.3.1.1 RIZOBACTERIAS

As rizobactérias sdo microrganismos conhecidos por atuarem como fixador simbidtico
primario de nitrogénio. Estas bactérias podem infectar as raizes de plantas leguminosas,
levando a formacdo de carocos ou nodulos, onde a fixacdo de nitrogénio ocorre (AL-
MUJAHIDY1 et. al, 2013; CAUWENBERGHE et al., 2015).

Algumas estirpes sdo capazes de solubilizar fosfatos pouco sollGveis do solo e
disponibilizam o fésforo tanto para si como para a planta hospedeira, promovendo o
crescimento das mesmas (HARA; OLIVEIRA, 2005). Além disso, sdo bactérias nao
patogénicas, podendo possuir aplicabilidade para serem utilizadas na limpeza de &reas
contaminadas com compostos de petréleo, uma vez que ndo sdo prejudiciais a0 meio
ambiente e aos seres humanos (BRITO, 2013).

Os HPA, aromaticos clorados e herbicidas clorados, persistentes em solos
contaminados por petroleo e seus derivados, estdo sujeitos ao ataque microbiano,
principalmente de Pseudomonas — espécie de rizobactéria — que colonizam a rizosfera e
produzem varias enzimas (dioxigenase, aril acilamidase) que clivam o anel aromatico,
formando intermediarios alifaticos, sendo, portanto, capazes de degradar naftaleno,
fenantreno, fluoranteno e benz[a]antraceno (MELO, 2017).

Existem pesquisas que mostram a biodegradacdo de compostos toxicos por
rizobactérias. Ahmad et. al (1997) mostraram evidéncias da presenca de uma variedade de
cepas de Rhizobium Meliloti em solos contaminados por um longo tempo com

hidrocarbonetos aromaticos/cloroaromaticos — demonstrando assim a tolerancia desses
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microrganismos a compostos toxicos. Além disso, as estirpes de bactérias encontradas nas
amostras de solo coletadas foram eficazes para a fixacdo simbiotica de N,. A tabela 3, a
seguir, mostra outros trabalhos realizados que englobam estudos sobre biodegradacao de solos

contaminados por compostos toxicos como 0s HPA utilizando rizobactérias.

Tabela 3. Estudos de biodegradacao rizobactérias.

Referéncia Resultados
O isolado de rizobactéria CCNWTB701 a
WEI et al. (2008) partir de A. chrysopteru apresentou habilidade

de degradacéo de 99.5 a 78.3%.

Indicaram que alfalfa-rhizobium pode
desempenhar um importante papel na
TENG et al. (2010) dissipacdo dos HPA em solos e inoculagéo
com R. melioti para uma degradacao
melhorada do solo.

Mostrou, pela primeira vez, que R. Tropici
CIAT 899 é capaz de tolerar e crescer em
meio liquido contaminados com Fen ou BaP;
e, além disso, R. tropici contribuiu em
degradar 50 % de Fen, e 45 % de BaP, apds
120 h.

YESSICA et al. (2013)

Os microrganismos que serdo utilizados neste trabalho serdo provenientes do estudo
realizado por BRITO (2013) que concluiu que 15 bactérias pertencentes ao filo alpha-
Proteobactéria, conhecidas genericamente como rizobactéria, apresentaram habilidade de
degradar petréleo e tolueno quando usados como fontes de carbono. A codificacdo das
bacterias, assim como o local de coleta, estabelecido dentro do projeto Rede CT-Petro/Rede-

03, e as espécies de plantas das quais foram obtidas, estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Locais de coleta e espécies de plantas de obtencédo das rizobactérias.

Rizobactéria Local da coleta Planta

Pueraria
phaseoloides

INPA R546, INPA R548. Ramal do Caldeirdo, Terra

firme, km 3 (Feijéo Bravo)
Estrada de terra para Jandira; Inga edulis
INPA-R598 Beira do Rio Solimdes, Varzea (Ingd)
Pueraria
INPA R568, INPA-R574. Ramal do Caldeirdo km3 phaseoloides

(Feijéo Bravo)

Fonte: Adaptado de BRITO, 2013.

Os isolados utilizados para o experimento realizado neste trabalho, adquiridos da
colecdo do Laboratério de Microbiologia de solo do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), possuem alto poder de producao de biossurfactantes (BRITO, 2013).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porc¢éo hidrofobica
e uma porcdo hidrofilica, produzidos extra ou intracelularmente por microrganismos -
bactérias, fungos ou leveduras - durante o processo de fermentacdo, com a finalidade de
facilitar a difusdo passiva de substancias insolluveis em agua, como por exemplo,
hidrocarbonetos, para o interior da célula (MONTEIRO, 2007; SILVA et al., 2009)
aumentando o potencial de biodegradacdo. Além disso, possuem caracteristicas benéficas ao
meio ambiente e ocorrem naturalmente no solo (DEON et al., 2012).

Os biossurfactantes ou surfactantes microbianos séo utilizados nos processos de
biorremediacdo, por apresentarem capacidade para degradar substratos insolUveis em agua
como hidrocarbonetos solidos e liquidos, gorduras, 6leos e graxas, auxiliando, assim, o
processo de despoluigdo (SILVA et. al, 2009).

A tabela 5 mostra a espessura da camada emulsificante formada pelos isolados de
rizobios que serdo utilizados nesta pesquisa. O teste de emulsificacdo verifica a
biodegradabilidade de microrganismos: quanto mais espessa a camada emulsificante, maior a

guantidade de biossurfactantes hidrofobicos produzidos (BRITO, 2013).
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Tabela 5. Espessura da camada emulsificante (em cm), de estirpes de rizobactérias usando
duas solucdes de sais diferentes e tolueno e petréleo como fontes de carbono.

Solucgéo salina SYM Solugéo Salina INPA
. Agua em Oleo

Bacteria Petroleo Tolueno Petréleo Tolueno

_____________________________________________ Cm - - _—————— o
Controle 0,32 B 0,42 B 0,41 B 0,46 B
INPA R546 7,72 A 7,77 A 9,72 A 13,37 A
INPA R548 6,61 A 8,76 A 9,31 A 10,56 A
INPA R598 8,62 A 3,34 A 5,77 A 4,60 A
INPA R568 7,38 A 8,61 A 6,62 A 3,91 A
INPA R574 10,88 A 8,75 A 6,55 A 7,97 A

Nota de Avaliacéo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura (2004,
apud Moura 2012), Fonte: Adaptada de BRITO, 2013.

Os isolados de rizobactérias estudados por Brito (2013) produziram camadas
significativas desses emulsificantes, conforme pode se observar pela comparacdo com a
camada formada pelo tratamento controle. As camadas emulsificantes formadas pelos
isolados testados sdo classificadas como altas (bem espessas).

O estudo de microrganismos com capacidade para degradacdo, ou que auxiliem na
solubilizacdo de hidrocarbonetos de petrdleo, sdo extremamente significativos, pois é uma
estratégia para reduzir a alteracdo da qualidade do meio ambiente quando contaminado e,

consequentemente, a populacdo que esta intrinsecamente ligada a ela.

2.3.1.2 RIZOBACTERIAS EM SOLOS DE VARZEA DA AMAZONIA

Na Amazonia, existem areas denominadas de varzeas, que sdo extensdes de baixo
relevo banhadas pelos rios — planicies de inundacdo. Essas areas sdo caracterizadas por
apresentarem alta fertilidade e pH, em sua maioria, levemente acidos (MELO et al., 2014).

Apesar de apresentarem um solo fértil, em virtude do processo de sedimentacéo,
existem fatores limitantes nos solos de varzea como: a sazonalidade das aguas (enchente e

vazante) e as Terras Caidas — processo de erosé@o no longo dos rios, onde ha o transporte de
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sedimentos, materiais organicos e nutrientes, os quais sdo depositados ao longo de seu trajeto,
ampliando as dimensdes das terras. Por esse motivo, as atividades desenvolvidas para
sobrevivéncia dos moradores da regido sdo realizadas junto a processos naturais.
(MAGALHAES e GOMES, 2013; SILVA; NODA, 2016).

Os solos de véarzea estdo susceptiveis a contaminacdo por derivados de petroleo, e
consequentemente por substancias tdxicas, como os HPA, devido aos possiveis vazamentos
no transporte nos rios, bem como por meio dos tanques de armazenamento de combustiveis
localizados nas proximidades de zonas fluviais.

Apesar de varios trabalhos com diversas espécies de microrganismos degradadores,
existe a necessidade de maior conhecimento dos potenciais existentes de bactérias indutoras
de nddulos: rizobactérias (BRITO, 2013).

As rizobactérias toleram a presenca de compostos tdéxicos como os HPA (WEI et al.,
2008; TENG et al., 2010; YESSICA et al., 2013) e os solos da regido amazonica sao propicios
a presenca desses microrganismos, pois o pH acido, as altas temperaturas e a alta umidade,
em decorréncia das inundacGes frequentes nos solos de varzea, favorecem seu crescimento
(CAMPOQOS et al., 2010; ZILLI et al., 2013).

Chagas Junior et al. (2016), que estudaram 26 rizobactérias nativas isoladas de solos
de varzea da Amaz6nia, observaram que todos os isolados e estirpes-referéncia, em sua
pesquisa, apresentaram um alto crescimento no meio com pH 6,5, apresentando 0 mesmo
comportamento no pH 4,5, aos 15 dias de avaliagéo.

Ainda em sua pesquisa, Chagas Junior et al. (2016) descreveram que 0S
microrganismos estudados contribuiram de forma significante para 0 aumento da biomassa,
nodulacgéo e eficiéncia do feijdo-caupi — espécie de leguminosa que possui grande areas de

cultivo no Amazonas, tanto na varzea como na terra firme.
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As rizobactérias fazem parte da populacdo microbiana do solo, o que tornam
importantes estudos e testes mais aprofundados para detectar ou selecionar estirpes ou um
consorcio desses microrganismos de grande valor econémico para serem utilizados como
inoculantes, visto que sdo adaptados ao ambiente local, bem como podem mostrar maiores
eficiéncias, habilidade competitiva e tolerancia as condigcdes de estresses e capacidade de
degradar compostos de petroleo (BRITO, 2013).

Atualmente pouco se conhece sobre o potencial de degradacdo de HPA por bactérias
em solos de varzea da Amazénia. Assim, a fim de avaliar o potencial de degradacdo desses
microrganismos, a presente pesquisa propde-se a determinar compostos individuais de HPA
para observar a eliminacdo, diminuicdo ou permanéncia apés determinado tempo de
exposicdo pela atuacdo de rizobactérias em amostras de solo de varzea amazonico

contaminado por 6leo diesel.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial individual de biodegradacdo de HPA de cinco isolados de
rizobactérias, e do consorcio das cinco espécies, em amostras de solo de varzea da Amazonia

contaminadas por 6leo diesel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar 16 HPA utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM);

2. ldentificar e quantificar HPA em solo de varzea contaminado com o6leo diesel em
diferentes tempos de atuacdo de cinco isolados de rizobactérias, bem como do

consorcio entre elas;

3. Avaliar o potencial de biodegradacdo do 6leo diesel pela atuacdo de cinco isolados de
rizobactérias, bem como de seu consércio, a partir do estudo das concentracGes

individuais dos HPA identificados no experimento de biodegradacéo;

4. Identificar o isolado de rizobactérias com maior potencial para degradar os HPA

presentes no solo de varzea contaminado com 6leo diesel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA AMBIENTAL

As amostras ambientais foram provenientes de solo de varzea localizado no municipio de
Manacapuru no estado do Amazonas (Figura 5). Foram realizadas coletas de solo superficial
de 0 — 20 cm, em cinco pontos amostrais determinados aleatoriamente. Essas amostras
coletadas foram peneiradas na casa de vegetacdo do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA) a fim de se obter uma amostra homogénea. O 6leo diesel utilizado no
experimento de biodegradacdo foi cedido pela empresa PETROBRAS, provenientes da

refinaria de URUCU, no municipio de Coari — Amazonas.

R

Figura 5. Local de Coleta do solo (3° 18' 32.130" S; 60° 36' 27.529" W).
Fonte: Arquivo do Grupo de Estudos Quimicos Analiticos e Ambientais da Amazénia (GEQUAM)




46

4.2 DELINEAMENTOS DOS PROCESSOS DE BIORREMEDIACAO

4.2.1 ATIVACAO DAS BACTERIAS

Os microrganismos adicionados ao solo de varzea contaminado com dleo diesel foram
cinco espécies de rizobactérias provenientes de solo da regido Amazbnica, que segundo
BRITO (2013), possuem alto poder de producdo de biossurfactantes. As espécies isoladas
utilizadas no experimento — INPA R574, INPA R598, INPA R568, INPA R546 e INPA R548,
cuja identificacdo taxondmica consta na Tabela 6, foram adquiridas da cole¢&o do Laboratério
de Microbiologia de Solo do INPA. Para sua reativacao as bactérias foram pressionadas com
uma pinca e feitas as riscagens em placas de Petri contendo meio YM - yeast manitol
conforme descrito por VINCENT (1970). As placas foram incubadas a 28°C até o
crescimento de coldnias de bactérias e entdo foram mantidos em tubos de ensaio contendo o
meio YM, inclinado, segundo descrito por VINCENT (1970) e (SOMASEGARAN e

HOBEN, 1985).

Tabela 6. Identificacdo Taxondmica das espécies de bactéria utilizadas no experimento.

CODIGO ESPECIE
INPA R574

INPA R568 Bradyrhizobium
INPA R548

INPA R598 Lysinibacillus/Bacillus
INPA R546 Paenibacillus

ApOs a reativacdo das cinco espécies de bactérias com alto poder para producédo de
biossurfactantes, foi realizada a contagem de colbnias de bactérias por hemacitdmetro
Neubauer, em seguida foram preparadas diluicbes das solucdes obtidas para se atingir a

concentracdo de 1 x 10" células mL™ de cada espécie.
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4.2.2 EXPERIMENTO DE BIORREMEDIACAO

Para avaliagdo do potencial de biodegradacdo das bactérias foi montado um
experimento onde foram pesadas sete amostras de 500 g de solo de véarzea em recipiente de
vidro, em seguida o solo foi submetido a autoclave, para garantir sua total esterilizacao.

Em cada amostra do solo autoclavado foram adicionados 5 mL da solucdo de cada
espécie de bactéria e como fonte de carbono o éleo diesel (totalizando cinco amostras). Na
sexta amostra de solo foram adicionados um mix das cinco espécies e Oleo diesel, o
experimento foi realizado com o0 solo na capacidade de campo de 80%. Para controle do
experimento foram feitas mais duas amostras: uma com 500g de solo natural e a fonte de
carbono (Controle A), e outro com 5009 de solo autoclavados e a fonte de carbono (Controle
B) (Figura 6).

Com o intuito de avaliar as concentracdes e o potencial de biodegradacdo dos HPA no
decorrer do experimento, foram realizadas seis coletas para avaliagdo das concentracfes de
hidrocarbonetos, no tempo zero, ap6s o periodo de 2, 5, 10, 15 e 21 dias, resultando em 48
amostras. As coletas foram realizadas em fluxo laminar, para evitar contaminacdo das
amostras, que foram armazenadas em recipientes de aluminio, para evitar contaminacdo e
congeladas até a realizacdo das etapas para identificacdo e quantificacdo dos HPA (extracdo
da fase organica, fracionamento e analise por cromatografia gasosa).

SO E O ) 0

Uma espécie de bactéria do Solucéo mix de 5 500 g de solo 500 g de solo nao
género Rhizobium com alto espécies de bactérias + esterilizado + 1 %  esterilizado + 1 %
poder de produgdo de 500 g de solo o6leo diesel 6leo diesel
biosurfactantes (totalizando 5 esterilizado + 1 % dleo

espécies) + 500 g de solo diesel
esterilizado + 1% de 6leo
diesel.

Figura 6. Esquema descrevendo o experimento de biodegradacdo utilizando como fonte de carbono o 6leo
diesel.
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4.3 DETERMINACAO DE HIDROCARBONETOS

A) EXTRACAO DA FASE ORGANICA

As amostras de solo provenientes do experimento de biodegradagdo (10 g) —
armazenadas em recipiente de aluminio e congeladas até a presente etapa—, foram
homogeneizadas com 10 g de sulfato de sodio anidro (Na,SO,), previamente submetido a
descontaminacéo em forno mufla a 400 "C por 4 horas. A extracéo foi realizada por ultrassom
(Figura 7a), de acordo com o método USEPA 3550C, utilizando-se 20 mL de diclorometano
com 3 repeticBes. Para controlar a eficiéncia do método foram adicionados os padrfes de
recuperacdo p-terfenil 250 ng L™ para HPA. A reducdo dos extratos foi realizada em

evaporador rotativo e fluxo continuo de nitrogénio (Figura 7b), e apds sua secagem total, estes

foram constituidos com hexano até o volume final de 1,0 mL.

(a) (b)

Figura 7. Ultrassom Limp Sonic (a) e Evaporador Rotativo de Fluxo Continuo da marca Tecnal (modelo TE-
211) utilizados para Extragdo das Amostras do Experimento de Biodegradagdo. Fonte: Arquivo Pessoal.
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B) FRACIONAMENTO

Apos extracdo e concentracdo do extrato, o processo de fracionamento foi realizado
em coluna de cromatografia liquida de vidro com 1,4 cm de didmetro interno, com 3 g de
silica gel ativada, 0,5 g de alumina 5% desativada (p/v) e cobre ativado (Figura 8b). A
primeira fracdo contendo os compostos saturados foi eluida com 10 mL de hexano, e a
segunda fragdo contendo 0s compostos aromaticos com 10 mL de mistura (1:4) de hexano e

diclorometano (Figura 8c). As amostras foram reduzidas por fluxo continuo de nitrogénio até

o volume final de 1,0 mL.

(b)

Figura 8. Realizacdo do Fracionamento das amostras (a); coluna preparada para recebimento da amostra (b) e
coluna contendo amostra em processo de fracionamento (c). Fonte: Arquivo Pessoal.
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C) CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG-EM)

A fracdo de HPA obtida na etapa do fracionamento foram transferidas para vials de
1,5 mL, que receberam a adic¢do de 25 pL do padréo interno (Solugdo mix de naftaleno — d8,
fenantreno — d10, criseno — d12, acenafteno — d10 e perileno — d12, na concentracdo de 250
ng L.

A determinacdo dos compostos aromaticos (Descritos pela USEPA (Tabela 7)) foi
realizada por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
utilizando um cromatografo gasoso e um espectrdbmetro de massas da marca Thermo
Scientific, modelos foram, respectivamente: Trace CG Ultra e o ISQ Single Quadrupole MS
(Figura 9), a coluna capilar utilizada foi uma DB5/MS (30 m x 0,25 mm x 0,25um) de acordo
com o método EPA 8270 D. As condigdes instrumentais de analise foram as que seguem:

v Gés carreador Hélio a 2,0 mL min™;

v" Injetor a 250°C;

v Condic6es de temperatura da coluna capilar:
Programacdo de temperatura em 50°C inicial, permanecendo por 5 min para,
entdo, atingir 80°C a 5°C min™, elevando-se a uma temperatura final de analise de
280°C a 6°C min™, e permanecendo isoterma por 20 min.

v" Fonte de ionizagdo a 200°C;

v" Full scan: 55-450 u.m.a.;

v’ Scan time: 0,45 seg

v Energia do feixe de elétrons: 70 eV;

v" Corrente de emissdo: 250 A
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Figura 9. Cromatografo Gasoso Acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM) — Thermo Scientific (Trace CG
Ultra e o ISQ Single Quadrupole MS). Central Analitica — Laboratério de Cromatografia Gasosa (Lab-CG) —
UFAM.

A quantificacdo destes HPA foi baseada na padronizagédo interna — que consiste na
preparacdo das solucdes padrdo de concentracdes conhecidas da substancia de interesse, as
quais se adiciona a mesma quantidade conhecida de um composto chamado padrdo interno
(RIBANI et. al, 2004). A Tabela 7 apresenta a lista dos compostos aromaticos quantificados,
bem como seus respectivos tempos de retencdo e padres internos utilizados para a

quantificacdo de cada HPA.

Tabela 7. Lista de HPA determinados indicados pela USEPA com suas respectivas
abreviaturas, peso moleculares, ion prioritario, niumero de anéis, tempo de retencdo e padréo
interno para quantificacgéo.

Peso fon

Abreviatur ... N° Tempode Padréo
HPA Molecula  prioritario " ~
a r (gimol) (M) Anéis Retencdo  Interno (PI)
Naftaleno Naf 12817 128 2 1514  Naftaleno—ds
Acenaftileno Acet 15220 152 3 21,78 Aoen(ajtlfzeno—
Acenafteno Ace 15421 154 3 254 Acenafteno—

tho
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Fluoreno Fu 16622 166 3 2455 Acengzeno—
Fenantreno Fen 17823 178 SR Fenar&tlroeno—
Antraceno Ant 17812 178 3 2837 Fenar(;tlroeno—
Fluoranteno Fluo 20226 02 4 32,78 Criseno—d;,
Pireno Pi 20226 202 4 3356 Criseno—d,
Benzo(a)antraceno BaA 22829 278 4 3832  Criseno—dh
Criseno Cri 22829 208 4 3845  Criseno—chy
Benzo(b)fiuoranteno BOFWO oy O W2 Aoengzeno—
Benzo(K)fiuoranteno BAW oy 5 AT Aoengzeno—
Benzo(a)pireno BaP 25231 252 5 4324 Peileno—dy,
Benzo(ghi)perileno BghiPeri 276,23 276 6 46383 Perileno—dyp
Benzo(ah)antraceno BahAntra 97835 278 6 4701 Perileno—dy
Indeno(1,2.3-cd)pireno IPi 27623 276 6 4769  Perileno—dy

Fonte: Adaptacdo EPA — US 8270.

A identificacdo dos compostos se deu por meio da razdo entre as areas dos analitos e
as areas dos padrdes internos deuterados, verificando seus respectivos tempos de retencdo e

massa do ion molecular.

D) PARAMETROS DE CALIBRACAO DO METODO

Para a calibracdo do método, foram preparadas, em triplicata, 11 solu¢fes com
concentragcdes conhecidas, que foram utilizadas para a construcdo de curvas analiticas ao
longo de duas faixas de trabalho (descritas a seguir), preparadas, em diclometano grau HPLC,
a partir de duas solugdes-mae (2 e 200 mg mL™), resultando em duas curvas de calibracéo
para o padrdo de referéncia certificado contendo os 16HPA analisados, conforme
exemplificado na Figura 10, a seguir.

v Faixa baixa: 50; 100; 250; 500; 750 e 1000 ng mL ™

v’ Faixa alta: 1000; 5000; 7500; 10000 e 15000 ng mL™
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¥ =0,0094x - 0,1999 v =0.0131x - 4.0689
Acenafteno (Faixa Baixa) R?=0,9985 Acenafteno (Faixa Alta) T R2=099
10 250
8 200
6 150
4 100
2 50
0 0
0 200 400 600 800 1000 0 5000 10000 15000
(a) (b)

Figura 10. Curvas de Calibracio do Acenafteno. (a) Faixa Baixa (50; 100; 250; 500; 750 e 1000 ng mL™). (b)
Faixa Alta (750; 1000; 5000; 7500; 10000 e 15000 ng mL™).

Destaca-se: para quantificacdo do fenantreno — HPA que esperava-se uma
concentracdo maior que os demais, a curva alta foi realizada utilizando seis solu¢Ges nas
concentracdes de 1000; 5000; 7500; 10000, 15000 e 30000 ng mL™. Os HPA de maior peso
molecular — benzo(ghi)perileno, benzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno, tiveram sua
curva baixa com as seguintes concentracdes: 100; 250; 500; 750 e 1000 ng mL™. A regressao linear
das retas obtidas foi realizada, e os parametros identificados foram listados na tabela 8. As
curvas de calibracdo estdo no Anexo I.

Tabela 8. Parametros para Linearidade.

HPA Faixa Baixa Faixa Alta
EquagiodaReta  R> Equacioda Reta R>
Naftaleno 0,0038x-0,014 0,991 0,005x - 2,2583 0,9905
Acenaftileno 0,0093x - 0,2427 0,9955 0,0134x-55734 09952
Acenafteno 0,0094x -0,1999 0,9985 0,0131x-4,0689 0,99
Fluoreno 0006x-02451 09931  00007x-24882 09904
Fenantreno 0,0071x-0,1247 09975 0,0091x +6,9327 0,9925
Antraceno 00043x-01703 09928  000BIx-48535 09889
Fuoranteno 0005x-02027  09M8  00082x-33431 0988l
Pireno 0,0121x +0,1434 0,9903 0,0135x-2,2774 0,9924
Benzo(a)antraceno 0,0063x-0,1058 09971 0,0093x-6,7798 0,9906

Criseno 0,0073x-0,0246 09991 0,0082x+0,974 09948
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Benzo(b)fluoranteno 0,0021x-0,1121 09934 0,0057x -4,7526 0,9864
Benzo(K)fluoranteno 0,0025x - 0,1835 0,9859 0,0064x - 39435 0,9926
Benzo(a)pireno 0,0059x - 04261 0,9903 0,0125x - 7,7581 09948
Benzo(ghi)perileno 0,0059x-0,4261 0,9903 0,0125x-7,7581 09948
Benzo(ah)antraceno 0,0089x - 0,6541 0,9904 0,0179x -8,8378 09948
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,0087x - 05433 09984 0,0165x - 8,2467 09929

*R?: Coeficiente de Correlacao.

Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 - como observado na Faixa Baixa do
Criseno (Tabela 9) e considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo (RIBANI et. al, 2004). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlacéo
igual a 0,99 e, a grande maioria das curvas analiticas obtidas apresentaram coeficiente de
correlagdo quadrado (R?) superior a 0,99, indicando, dessa forma, um ajuste ideal dos dados.

A exatiddo do método foi determinada por meio do ensaio de tendéncia/recuperacéo
conforme INMETRO-DOQCGCRE-008 (2010) utilizando o padrdo p-terfenil na
concentracdo de 250 ng mL™, com o intuito de verificar as perdas do analito que ocorrem na
extracdo. Os resultados variaram de 69,93% a 142,88%, e apresentaram média de 113,54%,
sendo considerado aceitavel para o0 método. O calculo foi obtido através da equacdo a seguir

(1), expresso em recuperacdo analitica:

~ valor obtido
0 o ———
%Recuperacao x 100 1
valor esperado

Foram feitos os calculos do limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), que
consistem, respectivamente, na menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas
ndo necessariamente quantificada, sob condicGes experimentais estabelecidas; e na menor
concentracdo do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisao
aceitaveis, sob as condigdes experimentais adotadas (BRITO et al., 2003).

Para determinagdo do LD do método foram analisadas sete amostras preparadas com

material branco com menor quantidade de analito. O mesmo foi calculado a partir da equacéo
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(2). O valor de 3,143 ¢ obtido a partir da distribuicdo de Student (unilateral), e corresponde a
99% de confianca e 6 graus de liberdade. O DPa corresponde ao desvio padrdo do intercepto
comoeixo Y.
LD = Médiag 4 + (Dpax3,143) (@)
O caélculo do LQ do método utilizou-se o primeiro ponto da curva. O mesmo foi
calculado a partir da equacdo (3).
LQ = Média oponto + Dpax10 3)
Os valores de LD e LQ encontrados para cada HPA estéo descritos na Tabela 9. Os

dados utilizados para o célculo do LD e LQ constam no Anexo |.

Tabela 9. Limite de Detecgdo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ) do método em ng mL™

LQ LD
HPA
ng mL™
Naftaleno 13,66 2,55
Acenaftileno 14,08 0,88
Acenafteno 16,71 4,65
Fluoreno 16,62 2,68
Fenantreno 13,57 2,80
Antraceno 48,08 1,65
Fluoranteno 55,46 2,14
Pireno 12,79 3,46
Criseno 16,68 2,08

Benzo(b)fluoranteno 55,10 2,24
Benzo(k)fluoranteno 61,60 1,59
Benzo(a)pireno 56,06 2,10
Benzo(ghi)perileno 125,26 1,45
Benzo(a,h)antraceno 105,33 2,49
Indeno(1,2,3-cd)pireno 104,51 3,22

Os resultados de LD dos HPA variaram em torno de 0,88 ng mL™ para acenaftileno a

4,65 ng mL™ para acenafteno. Os valores de LQ, variaram entre 12,79 ng mL™ para pireno a
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125,47 ng mL™* para benzo(ghi)perileno. E, a determinagéo desses parametros permitiu que se

estabelecesse até que nivel de concentracdo dos HPA o método utilizado é confiavel.

4.4 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Diante da obtencdo dos resultados, foi realizado teste estatistico ANOVA (Analise de
Variancia), utilizando o software ORIGIN PRO 2017, que é um método estatistico utilizado
para comparar as médias de populacbes diferentes, a fim de verificar se existem diferencas
significativas entre elas.

O objetivo da aplicacdo da ANOVA, para o tratamento de dados nesta pesquisa, é
avaliar o potencial de remogdo dos HPA nas amostras utilizadas, observando se existem
diferencas significativas entre as medias dos potenciais de remogdo dos HPA de cada bactéria

e do consarcio entre elas com relacéo ao potencial médio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA DEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS POLICICLICOS

AROMATICOS NAS AMOSTRAS DO EXPERIMENTO

5.1.1 IDENTIFICACAO E DETERMINACAO DOS HPA

A identificacdo dos HPA foi realizada através da comparacao das areas dos picos dos
padrdes internos (solucdo mix de naftaleno — d8, fenantreno — d10, criseno — d12, acenafteno
— d10 e perileno — d12), com as areas dos picos dos compostos presentes nas amostras,
levando em consideracdo os a comparacdo com a biblioteca de dados do equipamento, bem

como 0s espectros de massas de cada composto.
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Figura 11. Cromatograma do fenantreno, antraceno, e fenantreno dos padrfes deuterados (a), e seus respectivos
fragmentogramas com os ions m/z 178 — referente ao fenantreno e antraceno (b); e m/z 188 — referente ao
fenantreno deuterados (c).
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A figura 11 — a titulo de exemplificacdo, mostra 0 cromatograma referente ao
fenantreno e ao antraceno — que possuem ion primario comum (m/z 178), cujo
fragmentograma estd representado na figura 12a, e do fenantreno-D10 — padrdo interno
utilizado para quantificacdo dos referidos HPA, cujo ion primario é o m/z 188 -
fragmentograma representado na figura 12c.

Foi realizada a analise da amostra de diesel utilizada para a realizagdo desta pesquisa
e, nela, foram identificados apenas 05 dos 16 HPA classificados pela USEPA como poluentes
prioritarios, quais foram: acenafteno, fluoreno, fenantreno, criseno e benzo(a)pireno.

Os mesmos HPA encontrados na amostra de 6leo diesel também foram identificados
nas amostras de biodegradacdo e, a partir da quantificacdo desses compostos nos seis tempos
de experimento (0, 2, 5, 10 e 21 dias), foi possivel apontar as taxas de degradacao de cada um
deles, bem como a de seu somatdrio nas amostras. Em todas as amostras analisadas o
fenantreno apresentou maior concentra¢do em relacdo aos demais HPA determinados (Figura
12).
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Figura 12. Cromatograma demonstrando a predominéncia do fenantreno sob processo de biodegradacdo em
amostra de solo contendo diesel e o consorcio de 5 Rizobactérias.
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A partir das concentracdes dos individuais dos 5 HPA, bem como do seu somatério
(SHPA), nas amostras de biodegradacdo, foi possivel calcular as taxas de degradacdo (%) dos

compostos, segundo a equacéo (4):

Concentragdo Inicial—Concentracdo Final

%Degradagdo = x 100

4
Concentragao Inicial ( )

5.1.1 EXPERIMENTO DE BIORREMEDIACAO

Das cinco espécies de rizobactérias testadas neste experimento, duas apresentaram
diminuicdo das concentragdes do $HPA, a espécie INPA R574 diminuiu a concentracdo total
de HPA de 5903,42 ng g para 2419,12 ng g* — reducdo de 57,37% em relagdo a
concentracdo inicial; a espécie INPA R598 apresentou concentracdo total de HPA de 4075,52
ng g no tempo zero e 2488,60 ng g™ — reducdo de 41,53% ap6s o periodo de 21 dias. O
consécio com as cinco espécies diminuiu a concentragéo inicial do SHPA de 4301,72 ng g ™

para 2759,76 ng g no periodo final (Figura 13).

Consoércio INPA R574 INPA R598 Controle A
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Figura 13. Concentragdo do YHPA nos tempos inicial (0), 2 e 21 dias para o consorcio das 5 espécies de
bactéria, a espécie INPA R574, a INPA R598 e o Controle A.
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A amostra controle A — com 500g de solo natural e a fonte de carbono, também
apresentou diminuicdo da concentracdo do SHPA de 1751,77 ng g* para 353,94 ng g*
(79,80%), bem como na concentracao individual dos HPA encontrados na amostra, sugerindo
que os nutrientes adicionados ao controle favoreceram o crescimento de bactérias nativas do
solo que foram capazes de degradar o 6leo, sendo, dessa forma, aplicavel ao ambiente em que
foi coletado o solo, a técnica de bioestimulacdo, onde ocorre a introducdo de nutrientes
essenciais para estimular a degradacdo microbiana do petroleo (WANG et. al, 2016;
GUARINO et. al., 2016; JACQUES et. al, 2007; TONINI et. al, 2010). A amostra controle B,
que utilizou o solo autoclavado e o diesel, ndo apresentou taxa de degradacdo, conforme

esperado.

5.1.2 DEGRADACAO DO $HPA DAS AMOSTRAS DE BIODEGRADACAO

Em relacdo a concentracdo inicial do SHPA (Tabela 10), os maiores percentuais de
degradacdo se deram no tempo de 2 dias, onde as bactérias INPA R574 e INPA R546
apresentaram percentuais de 62,15% e 35,11%, respectivamente. A bactéria INPA R568
apresentou percentual de degradacdo de 9,55%. Apenas as bactérias INPA R598 e INPA

R548 ndo apresentaram taxas de degradacao no tempo de 2 dias.

Tabela 10. Percentual de degradacdo do > HPA nos tempos de 2 a 21 dias.

Consorcio INPA R574 INPA R598 INPA R546 INPA R548 INPA R568

Tempo (dias)

%
2 64,44 62,15 -11,12 35,11 -38,76 9,55
5 40,84 61,95 -43,69 18,35 -36,19 -23,57
10 1,66 53,68 -21,04 14,46 -80,12 -17,55
15 38,42 50,82 -1,11 29,42 42,53 -64,52
21 35,20 57,37 41,53 7,88 -23,03 -48,04

*Valores negativos representam aumento na concentracdo dos HPA em rela¢do ao tempo final.
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Os valores negativos representam aumento na concentragdo dos HPA, quando
comparado a concentracgdo inicial (Tempo 0). Dentre os fatores que podem influenciar para tal
fendmeno, destaca-se 0 processo de diagénese recente — pois € onde ocorre a transformacéo
da matéria organica pela acdo microbiana, portanto, aumento na concentracdo de HPA
(SAMANTA et al., 2002).

A alta eficiéncia de degradacdo de compostos complexos por alguns microrganismos
em pequenos intervalos de tempo — como observado nos primeiros 2 dias de experimento,
acontece pelo fato de que certas espécies, quando submetidas a altas concentragdes de HPA
complexos e sdo desprovidos de fontes de carbono simples, tornam-se totalmente dependentes
de compostos complexos, aumentando a especificidade e eficiéncia de degradacdo (PINHATI
etal., 2014).

O percentual de degradacdo do YHPA encontrados no solo apds dois dias, quando na
atuacdo do consorcio de bactérias, foi de 64,44% — o maior, quando observadas as bactérias
individualmente. Em comparacdo, Mao et al. (2012) observaram, ap6s 56 dias de incubacao,
20,2% e 35,8% de remocédo do YHPA do solo com a adigdo de 10% e 20%, respectivamente,
de uma suspenséo de consaércio bacteriano.

No solo, hd sempre uma mistura de HPA, e a aplicacdo de uma unica bactéria pode
ndo ser eficaz para a biorremediacdo do ambiente impactado. Para isso, 0 consorcio de varios
microrganismos pode ser mais adequado (SHARMA et al., 2016).

A bactéria que apresentou maior potencial de degradacdo no YHPA foi a INPA R574,
a qual se destacou em todos os tempos do experimento, apresentando taxas que variaram de
50,82% a 62,15%. Nos tempos de 5 e 10 dias, tal bactéria degradou 61,95% e 53,68% do
YHPA. No entanto, as espécies INPA R598, INPA R548 e INPA R568 néo o fizeram nesses

dois ultimos periodos mencionados de experimento.
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Nem todas as espécies apresentaram taxas de degradacdo em todos os tempos
estudados, com excecdo da espécie INPA R574, no entanto todas demonstraram-se capazes de
degradar tais compostos em determinado tempo de experimento. A bactéria INPA R548,
apesar de demonstrar taxa de degradacdo somente apos 15 dias, degradou 42,53% do SHPA.
No tempo final do experimento (21 dias), a bactéria INPA R574 havia degradado 57,37% dos
HPA presentes nas amostras, enquanto que a bactéria INPA R598 degradou 41,53%. As
bactérias INPA R546, INPA R548 e INPA R568 ndo apresentaram taxas de degradacdo apds
21 dias, influenciando desta forma no percentual de degradacdo do consorcio, que foi de
35,20%.

As bactérias INPA R574 e INPA R598 — que apresentaram as maiores taxas de
degradacdo apos os 21 dias de experimento — quando em atuacdo isolada — também foram
espécies que apresentaram maior crescimento em meio YMA com petroleo como fonte de
carbono, levando em consideracdo as demais estudadas (BRITO, 2013), mostrando com isso
que essas bactérias sdo potenciais degradadoras de hidrocarbonetos.

A bactéria INPA R574, que apresentou maior taxa de degradacdo em relacdo as
demais e ao consércio apds 21 dias, segundo Brito (2013), foi a espécie — dentre as cinco
estudadas, que apresentou maior espessura da camada emulsificante no teste para avaliar a
atividade de emulsificacdo. Quanto mais espessa, maior a gquantidade de biossurfactantes
hidrofobicos produzidos. Os biossurfactantes tornam o contaminante mais biodisponivel,
aumentando, dessa forma, a capacidade para degrada-los. Além disso, no teste utilizando
indicador DCPIP realizado por Brito (2013), a espécie INPA R574 apresentou nota 5
(descoloracdo quase total), indicando que a mesma possui maior potencial em relacdo as
demais analisadas para degradar HPA em locais contaminados, o que vai de acordo com o0s

resultados obtidos nesta pesquisa.
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5.1.3 DEGRADACAO INDIVIDUAL DOS HPA DAS AMOSTRAS DE

BIODEGRADACAO

Considerando que os maiores percentuais de degradacdo se deram no tempo de dois
dias, observou-se que a eficiéncia de degradacdo individual dos HPA do consércio de
bactérias foi bem semelhante a atuacdo do microrganismo INPA R574, destacando-se apenas
no que diz respeito a degradacdo de Fen, Cri e BaP (Figura 14a). No entanto, apos 21 dias, a
atuacdo da bactéria INPA R574 foi bem mais relevante para a degradacdo individual dos

cinco compostos analisados, bem como a do YHPA (Figura 14b).
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Figura 14. Percentual de degradacéo individual dos HPA encontrados no experimento de degradacéo pela
atuagdo do consdrcio de bactérias e pelo isolado INPA R574 ap6s 2 (a) e 21 dias (b).
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Apds dois dias de experimento, o HPA que apresentou maior taxa de degradacao pela
atuacdo da espécie INPA R574 e pelo consocio foi o ACE — aromatico de menor peso
molecular dentre os cinco observados no experimento, seguido de FLU, CRI, FEN e BaP.

Acenafteno e Fluoreno foram os HPA que apresentaram maior percentual de
degradacdo dentre aqueles que foram encontrados no experimento do diesel. Ap6s o segundo
dia de experimento, bactéria INPA R574 foi capaz de degradar 86,47% de Ace e 79,72% de
Flu e o consorcio de bactérias degradou 84,11% e 7839% de Ace e Flu, respectivamente —

valores abaixo da bactéria INPA R574, que apresentou também apresentou destaque na
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degradacdo desses HPA. Os resultados foram relevantes quando comparados aos de
Alegbeleye, Opeolu e Jackson (2016) que observaram a atuacdo da bactéria P. aeruginosa:
capaz de degradar 70,90% de Flu e 48,89 de Ace, ap0s 14 dias de experimento.

Tanto nos periodos de dois e ap0os 21 dias, em se tratando da degradacdo de Ace e Flu,
0 maior desempenho deu-se pela bactéria INPA R574. Apos dois dias de experimento, a
maioria das bactérias — com excecdo da INPA R548, apresentaram potencial para a
degradacdo de acenafteno. Em se tratando degradacdo do fluoreno, além da INPA R548, a
espécie INPA R598 também ndo apresentou taxa de degradacdo. No entanto, apesar de as
demais espécies terem apresentado potencial para degradacdo no tempo de dois, ndo o fizeram
apos 21 dias, onde apenas o consorcio e as bactérias INPA R574 e INPA R598 (sendo esta
apenas para Ace) apresentaram taxas de degradacéo relevantes para estes HPA.

O fenantreno, um dos principais componentes dos derivados do carvdo e dos
combustiveis fosseis, ndo apresenta risco para a salde humana, mas é toxico para peixes e
algas. Sua toxicidade e persisténcia o tornam crucial nos estudos de biorremediacdo. (WAIGI
et al., 2015; SUPAKA et al., 2000). Apos dois dias de experimento, esse HPA foi degradado
55,19% no consarcio e 44,65% pelo isolado INPA 574 (Tabela 11), o qual apds 21 dias, atuou

na degradacdo de 50,73% deste HPA (Tabela 12).

Tabela 11. Taxas de degradacdo dos HPA nas amostras provenientes da degradacgéo
microbiana apds 2 dias de experimento.

Isolado Ace Fen Flu Cri B(a)P >HPA
%

INPA R574 87,50 44,58 84,40 69,36 69,97 64,67
INPA R598 56,96 -75,42 -28,90  -111,15 -171,47 -15,53
INPA R546 34,78 26,14 42,58 55,52 26,96 36,24
INPA R548 -15,57 -24,45 -75,95 -12,27 -105,31 -41,77
INPA R568 -2,18 9,31 0,46 28,15 29,73 10,34
Consorcio 86,10 55,12 93,68 78,24 73,66 67,80
Controle A 62,64 37,88 11,14 17,95 29,75 18,77
Controle B 51,89 23,45 -108,53  -480,35 -314,53 -130,00

*Valores negativos representam aumento na concentragdo dos HPA em relagcdo ao tempo final.
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Em se tratando de pesquisas que verificaram a degradacdo de Fen por bactérias,
destaca-se: Pinhati et al. (2014), que observaram a remoc¢édo de 47% do fenantreno apds 30
dias de experimento, pela atuacédo do isolado por B. flexus, e Yessica et al. (2013) verificaram
que o isolado R. tropici CIAT 89 contribuiu para a degradacao de 50% de Fen, além de 45%

de BaP ap0s 120h de experimento.

Tabela 12. Taxas de degradacdo dos HPA nas amostras provenientes da degradacdo
microbiana ap0s 21 dias de experimento.

Isolado Ace Fen Flu Cri B(a)P >HPA
%

INPA R574 52,95 50,68 74,32 67,09 54,84 59,02
INPA R598 92,91 11,14 -83,86 25,41 9,88 38,94
INPA R546 -150,00 -48,50 -51,17 6,95 -24,64 -46,49
INPA R548 -188,14 4,44 -45,51 -17,41 -33,52 -24,90
INPA R568 -3,17 -34,29 129,40 -42,48 -33,18 -52,05
Consorcio 26,82 36,94 42,02 36,49 18,32 35,85
Controle A 97,87 60,19 76,82 85,82 84,21 79,80
Controle B -89,17 -16,75  -185,19 -232,78 -64,18 -162,06

*Valores negativos representam aumento na concentragdo dos HPA em relagdo ao tempo final.

Em se tratando do BaP — HPA de alto peso molecular e poluente orgéanico persistente,
de grande interesse ambiental devido a sua conhecida carcinogenicidade e pelo seu potencial
de bioacumulacdo (RENTZ; ALVAREZ; SCHNOOR, 2007), as duas espécies que
apresentaram potencial de degradacdo no > HPA apés 21 dias de experimento: INPA R574 e
INPA R598, também reduziram de maneira significativa a concentracdo de BaP (Tabela 12).
A espécie INPA R574 degradou 33,35% de BaP ap0s os 21 dias de experimento, o isolado
INPA R598 32,35%, enquanto o consorcio com as 5 bactérias degradou 19,74%. Em dois dias
de experimento, a taxa de degradacdo de BaP foi de 37,31% e 31,21% quando na atuagdo do
consorcio e da bactéria INPA R574 respectivamente.

Os resultados da degradacdo do BaP encontrados no experimento realizado foram
bastante relevantes quando em comparacao aos de Hui et al. (2012) que verificaram a reducéo

de 31,8% desse HPA pela bactéria A. oxydans ap6s 5 dias de degradagéo e o de Baldantoni et.



66

al (2017) que observaram a reducdo de aproximadamente 36% deste HPA apods 36 dias de
experimento.

Em se tratando da degradacédo do Criseno, o consoércio obteve destaque, com 75,21%
de Cri degradado ap0s 2 dias de experimento, seguindo da bactéria INPA R 574 (67,19%) e
INPA R546 (54,01%). Apenas as bactérias INPA R598 e INPA R548 ndo apresentaram taxa
de degradacéo para este HPA. No entanto, ap0s 21 dias de experimento a bactéria INPA R574
continuou se destacando apresentando taxa de degradacdo para o CRI de 65,45%. Em
comparacdo, Hadibarata, Tachibana e Itoh (2008) observaram a degradacdo de 65% de
criseno, no entanto pela atuacdo da espécie de fungo Polyporus sp. S133.

Ao considerar a identificacdo taxondmica das rizobactérias utilizadas para a realizacao
desse estudo: Rhizobium, Bradyrhizobium e Bacillus — todas com potencial para uso em
processos de biorremediacdo (ANDREONI et. al, 2004; AZEVEDO, 2008; SUN et al., 2014),
destaca-se que: as duas bactérias que apresentaram maior potencial ap6s 21 dias de
experimento (INPA R574 e INPA R598) ndo possuem a mesma identificacdo taxonémica e a
Unica espécie que ndo apresentou potencial para degradacao dos HPA estudados (INPA R548)
possui a mesma identificacdo taxondmica daquela que se destacou das demais (INPA R574)

(Tabela 13).

Tabela 13. Identificacdo taxondmica das espécies de rizobactérias por ordem decrescente de
potencial de degradacdo de HPA.

POTENCIAL DE

- CODIGO ESPECIE
DEGRADACAO
INPA R574 Bradyrhizobium
Maior Potencial
INPAP2 R598 Lysinibacillus/Bacillus
INPA R546 Paenibacillus
INPA R568 Bradyrhizobium

Menor Potencial INPA R548 Bradyrhizobium
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Isso ocorre porque cada populacdo microbiana necessita de condi¢bes ambientais
especificas para realizar a biodegradacdo de um contaminante, caso contrario, tal populacao
entra em estado de laténcia até que as condicgdes ideais sejam disponibilizadas (AZEVEDO,
2008).

O estudo da degradacdo dos HPA pela atuacao individual das bactérias utilizadas nesta
pesquisa mostrou que as bactérias INPA R574 e INPA R598 foram as uUnicas capazes de
degradar o SHPA apds o tempo final de experimento, no entanto, apds dois dias, além dessas,
os microrganismos INPA R548, INPA R598 e INPA R546 também apresentaram potencial,
possibilitando, dessa forma, considerar que € necessario o estudo individual de cada
microrganismo para ser possivel verificar aqueles que mais se adequam para a atuacdo na
degradacéo de cada grupo de compostos aromaticos. O que pode possibilitar — a longo prazo,
a criacao de um banco de dados dessas espécies para a utilizacdo das mesmas em processos de
biorremediacdo tanto em casos acidentais, como para a remediacdo de matrizes contaminadas
gradualmente (AZEVEDO, 2008).5.2 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Diante da obtencdo dos resultados, foi realizado o teste estatistico ANOVA (Analise
de Variancia), que é um método estatistico utilizado para comparar as médias de populacdes
diferentes a fim de verificar se existem diferencas significativas entre elas.

No entanto, para a realizacdo desse teste, seria necessario que 0s erros tivessem
distribuicdo normal e que existisse uma homocedasticidade entre os tratamentos, ou seja, as
variancias precisariam ser homogéneas.

Para verificar a homogeneidade das variancias foi utilizado o teste de Levene. Como 0
p-valor foi maior que 5% (p = 0,2243) ndo temos evidéncia significativa para rejeitar a
hipdtese nula de homogeneidade, ou seja, nossos dados possuirem homogeneidade de

variancia.
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Para verificar a normalidade dos residuos, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk cuja
hipdtese nula é a de que os dados seguem uma distribuicdo normal. Como o p-valor foi
superior ao limite de 5% (p= 0,000106), aceita-se a hipdtese nula e considera-se os dados
normais.

Portanto, considerando que 0s pressupostos para a realizacdo da ANOVA foram
atendidos (ANEXO 1V), procedeu-se a realizacdo da mesma por meio do software ORIGIN e
o0s resultados mostram que o valor de p foi menor que o nivel de significancia estabelecido de
0,05 (Tabela 14) — possibilitando a interpretacdo da veracidade da existéncia de uma diferenca
significativa, no que diz respeito a atuacdo individual das bactérias e do consorcio para a
degradacdo dos HPA, e tem-se evidéncias de ao menos uma bactéria se diferenciar das

demais.

Tabela 14. Tabela de analise dos efeitos de interacio ANOVA para a degradagdo do Y HPA
pela atuacdo das 5 bactérias e do consdrcio nos tempos de 2, 5, 10, 15 e 21 dias.

Soma dos
Fonte de Variacdo gl Quadrados Quadrado Medio Estatistica F  Valor P
Tratamentos 5 30974,78 6194,96 8,39 1,06E-04
Residuos 24 17725,34 738,6
Total 29 48700,12

Sabe-se que muitas bactérias sdo capazes de metabolizar diferentes poluentes
organicos, no entanto, uma Unica bactéria pode ndo possuir a capacidade enzimatica para
degradar todos, ou mesmo a maioria dos compostos organicos em um ambiente poluido
(PINHATI, 2014), porque mesmo que pertengam a mesma familia, as bactérias podem atuar
de forma diferente na degradacdo de um mesmo contaminante.

Os resultados obtidos atraves da analise estatistica vdo de acordo com aqueles obtidos
no experimento de biodegradacédo, pois observou-se que a atuacdo individual das espécies
INPA R574 e INPA R598, apos o tempo final do experimento de biodegradagéo, foi mais

significativa, no que se refere as taxas de degradacdo dos HPA, em relacdo aos demais
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microrganismos estudados: INPA R546, INPA R548 e INPA R568 — 0s quais apresentaram
aumento na concentracdo dos HPA identificados nas amostras de solo contaminado com 6leo
diesel quando observado o tempo inicial do experimento.

Dessa maneira, a estatistica aplicada corrobora com fato de que a atuacdo de cada
rizobactéria para a degradacdo dos HPA detectados se deu de maneira diferente para a

degradacédo do YHPA presentes nas amostras de solo contaminado por diesel.
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6. CONCLUSOES

Através da quantificacdo dos 16 HPA, foi possivel fazer a identificacdo de cinco HPA
presentes nas amostras de solo contaminado por diesel nos diferentes tempos de zero, 2, 5, 10,
15 e 21 dias, e, dessa forma, foi possivel avaliar o potencial de biodegradacdo dos cinco
isolados de rizobactérias utilizados para a realizacéo desta pesquisa.

As maiores taxas de biodegradacdo dos HPA, identificados no experimento,
apareceram nas amostras coletadas com dois dias de experimento. A amostra com adicao do
consorcio com os cinco isolados de bactérias obteve maior potencial de degradacdo nesse
periodo (64,03%), quando sua atuacdo superou as taxas de degradacdo do SHPA daquelas
com atuacdo individual das bactérias.

A analise do potencial de biodegradacdo das bactérias de maneira individual permitiu
a identificacdo do isolado com maior potencial de biodegradacédo e a identificacdo daquele
gue apresentou maior influéncia no potencial do consorcio.

Dentre as bactérias estudadas, apds dois dias de experimento, o microrganismo INPA
R574 foi 0 que apresentou maiores taxas de degradacéo tanto para o SHPA (62,15%), quanto
para 0s 5 HPA individuais identificados (86,4% para Ace; 79,92% para Flu; 67,19 para Cri), e
o microrganismo INPA R548 foi o que ndo contribuiu de maneira significativa para a
degradacdo de nenhum dos contaminantes estudados, bem como do seu somatdrio.

A amostra controle A — com 500g de solo natural e diesel, apresentou taxas de
degradacdo bem relevantes, sugerindo que os nutrientes adicionados ao controle favoreceram
o0 crescimento de bactérias nativas do solo que foram capazes de degradar os HPA do diesel
adicionado as amostras, e a amostra controle B, que utilizou o solo autoclavado e o diesel, ndo
apresentou taxa de degradagéo conforme esperado.

A espécie INPA R574, que apresentou maiores taxas de degradacdo, é uma estirpe

gue pode ser estudada e possui um potencial de grande valor econdmico para ser utilizada
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como inoculante, visto que, além de ser uma espécie adaptada ao ambiente local, também
demonstrou maiores eficiéncias, habilidade competitiva e tolerancia as condi¢des de estresses
e capacidade de degradar os HPA presentes no diesel.

Além disso, trata-se de uma espécie que apresenta um grande potencial para gerar
bons resultados caso seja utilizada na técnica de bioaumentacdo em solos de varzea da
Amazonia, considerando os resultados do controle A.

Tendo em vista as poucas pesquisas realizadas sobre a biodegradacdo de HPA em
solos de varzea e considerando as taxas de degradacdo dos rizobactérias utilizados nesta
pesquisa, sugere-se 0 estudo especifico das bactérias que apresentaram maior potencial para a
degradacdo do YHPA — INPA R574 e INPA R598, com o intuito de verificar possivel
contribuicdo dessa bactéria para técnicas de bioaumentacdo em solo de varzea da Amazénia
contaminado — tendo em vista que somente com nutrientes adicionados ao controle, tais
bactérias foram capazes de degradar os HPA do diesel.

Por fim, a andlise estatistica realizada permitiu a conclusdo que foi diferente a atuacéo
das bactérias, bem como do consércio, para a degradacdo do JHPA presente nas amostras de
solo, pois cada bactéria possui suas peculiaridades e caracteristicas especificas que

contribuem para os fatores que influenciam no processo de degradacéo.
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ANEXO I. CURVAS DE CALIBRACAO DOS 16 HPA DETERMINADOS PELA
USEPA COMO POLUENTES PRIORITARIOS.

10

[FERS

S = 2

Naftaleno (Faixa Baixa)

0 200

Acenaftileno (Faixa Baixa)

Acenafteno (Faixa Baixa)

400

400

400

Fluoreno (Faixa Baixa)

200

400

600

600

600

600

y=0,0038x - 0,014

R2=10,9951
..
800 1000

y =0,0093x - 0,2427
R2=10,9955

800 1000

y = 0,0094x - 0,1999
R?=10,9985

800 1000

y =0,006x - 0,2451
R?*=10,9931

800 1000

Naftaleno (Faixa Alta)

o Lee”

0 5000

Acenaftileno (Faixa Alta)
250

200
150
100
o
50 -
o ee
0 5000

Acenafteno (Faixa Alta)

200
150
100
.
50
0 e
0 5000

Fluoreno (Faixa Alta)
160
140
120
100

60
40
20

0 5000

y =0,005x - 2,2583

R?= 10,9905
L ]
o
10000 15000
¥=0,0134x - 5.5734
R2=0,9952
*
10000 15000
v =00131x - 4,0689
R?= 0,996
.
RO
10000 15000
y=10,0097x - 2,4882
R?= 10,9904
_—
.
10000 15000



y=0,0071x -0,1247

Fenantreno (Faixa Baixa) R?=0,9975
8
7 .
6
5 -
4
3 8
2
s
1 .
0o L*
0 200 400 600 800 1000
y =0,0043x - 0,1705
. Antraceno (Faixa Baixa) R?=10,9928
1 ..
3 —
2 e
L]
1 -
0 e
0 200 400 600 800 1000
. . y =0,005x - 0,2027

Fluoranteno (Faixa Baixa) R?= 09948

6

o
‘e

4
=
3
2 W
1 o
0 e
0 200 400 600 800 1000
) B . y=0,0121x + 0,1434
Pireno (Faixa Baixa) R2=0,9903
14
12 »
10
. -
...
6
4 .
.
2 -
0o -
0 200 400 600 800 1000
Benzo(a)Antraceno (Faixa Baixa) y=10,0053x - 0,1058
6 R2=10,9971
5 o
4 T
3
-
2
. e
0 o ®
0 200 400 600 800 1000

82

y = 0,0091x +6,9327

Fenanantreno (Faixa Alta) R2=0,9925

300

200
150

50 .

0 5000 10000

Antraceno (Faixa Alta)
140

120
100
80
60

: Q-

20

200 5000

Fluoranteno (Faixa Alta)

140
120
100
80
60

40 [

20

0 5000

Pireno (Faixa Alta)
250

200

150

100 ‘

50

0 os”
0 5000

Benzo(a)Antraceno (Faixa Alta)

160
140
120
100
80
60

20
0 —ee”
20 0 5000

: .

15000 20000 25000 30000

y =0,0081x -4,8535

R?= 0,9889
-
10000 15000
y =0,0082x - 3,3431
R?= 09881
g
10000 15000

y=0,0135x -2.2774

R? = 09924
___.'
10000 15000 20000

y =0.,0093x - 6,7798

R*= 10,9900
g
10000 15000



Criseno (Faixa Baixa) ¥ =0.0073x - 0.0246

R?=10,9991

8
7 -
6 -
5 e
4
3
2 v‘
1 -
0o

0 200 400 600 800 1000

y =0,0021x - 0,1121

Benzo(b)Fluoranteno (Faixa Baixa) "

25

0 200 400 600 800 1000

y =0,0025x% - 0,1835

Benzo(k)fluoranteno (Faixa Baixa)
R2=0.9903

0 200 400 600 800 1000

Benzo(a)Pireno (Faixa Baixa) ¥ = 0.0056x - 0.1931

R?=10,9938
6
s =
4 ..
3 .
e
2
0 o-'".'..
0 200 400 600 800 1000

v =0,0059x - 04261
R*=0,9903

o »

Benzo(ghi)perileno (Faixa Baixa)
6

o

0 200 400 600 800 1000

y=0,0082x +0,974

Criseno (Faixa Alta) R?=0,9948

140
| e e - '
l . L
o e
et
| . .

0 5000 10000 15000

Benzo(b)Fluoranteno (Faixa Alta) ¥ =0.0057x - 4,7526

R= 0.9861
100
R .
| e
-
40 |
P e
0 e .
0 5000 10000 |
220
Benzo(k)fluoranteno (Faixa Alta) y = 0,0064x - 3,9435
120 R2= 0,096
100 2
80 e
oo o
: o
. e
0 —ee
20 ° 5000 10000 |
y=0.0146x - 10,117
Benzo(a)Pireno (Faixa Alta) R?=0993
250
] — ®
150 e
: e
ol P <
0 lLea"
| 5
. 5000 10000 15000
. . . vy =0,0125x - 7,7581
Benzo(ghi)perileno (Faixa Alta) e
200
,..,‘.
150
100
) .
0 e
0 5000 10000 J

83



84

Benzo(a,h)antraceno (Faixa Baixa) y = 0.0089x - 0.6541 Benzo(a,h)antraceno (Faixa Alta) y=0,0179x - 8.8878
R2=0,9904 300 R2*=10,9948

]
) 250 )

200
150

. 100
e 50

0 Lee”
0 200 400 600 800 1000 0 5000 10000 15000

R R R Y - e =]

y =0,0087x - 0,5433 Indeno(1,2,3-cd)pireno (Faixa Alta) vy =0,0165x - 82467

R?=10,9984 =
s 300 R?=0,9929

250

Indeno(1,2,3-cd)pireno (Faixa Baixa)
.

’- 200

150

e |
' 50

0 o
0 200 400 600 800 1000 1200 0 5000 10000 15000 20000

L= N R U~ B I - =]
.



ANEXO Il. DADOS PARA CALCULO DE LD E LQ.

Tabela 1. Dados para célculo do Limite de Deteccao.

HPA X DP LD
Naftaleno 10,06 0,85 2,55
Acenaftileno 10,50 0,28 0,88
Acenafteno 11,16 1,48 4,65
Fluoreno 10,10 0,85 2,68
Fenantreno 9,78 0,89 2,80
Antraceno 49,83 0,52 1,65
Fluoranteno 51,11 0,68 2,14
Pireno 10,70 1,10 3,46
Criseno 10,84 0,66 2,08

Benzo(b)fluoranteno 50,86 0,71 2,24
Benzo(k)fluoranteno 51,10 0,51 1,59
Benzo(a)pireno 50,48 0,67 2,10
Benzo(ghi)perileno 100,89 0,46 1,45
Benzo(a,h)antraceno 100,10 0,79 2,49
Indeno(1,2,3-cd)pireno 99,63 1,02 3,22

X= Média da concentracao das solugdes.

DP = Desvio Padrdo

LD = Limite de Deteccéo.

Tabela 2. Dados para célculo do Limite de Quantificacao.

HPA X DP LQ
Naftaleno 10,06 1,09 13,66
Acenaftileno 10,50 1,42 14,08
Acenafteno 11,16 1,51 16,71
Fluoreno 10,10 1,84 16,62
Fenantreno 9,78 1,37 13,57
Antraceno 49,83 0,75 48,08
Fluoranteno 51,11 1,12 55,46
Pireno 10,70 0,91 12,79
Criseno 10,84 1,73 16,68

Benzo(b)fluoranteno 50,86 0,86 55,10
Benzo(k)fluoranteno 51,10 1,94 61,60
Benzo(a)pireno 50,48 1,64 56,06
Benzo(ghi)perileno 100,89 1,46 125,26
Benzo(a,h)antraceno 100,10 1,52 105,33
Indeno(1,2,3-cd)pireno 99,63 1,96 104,51

X= Média da concentracdo das solugdes.
DP = Desvio Padrdo
LQ = Limite de Quantificagéo.
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ANEXO I1l. CONCENTRACAO DOS HPA NAS AMOSTRAS DO EXPERIMENTO DE BIODEGRADACAO

Acet  Ace Flu Fen Ant Fluo Pi BaA Cri  BbFluo BKkFluo BaP BghiPeri BahAntra IPi YHPA

Tempo _Naf
(Dias) ngg*
INPAR574 0O nd nd 91526 1197,69 251851 nd nd nd nd 1108,78 nd nd 163,18 nd nd nd 5903,42
INPAR574 2 nd nd 11443 186,80 139583 nd nd nd nd 339,76 nd nd 49,00 nd nd nd 2085,82
INPAR574 5 nd nd 15498 172,93 1316556 nd nd nd nd 40340 nd nd 4976 nd nd nd 2097,64
INPAR574 10 nd nd 45193 304,78 1423,08 nd nd nd nd 35588 nd nd 56,43 nd nd nd 2592,10
INPAR574 15 nd nd 199,22 267,22 167540 nd nd nd nd 52259 nd nd 83,86 nd nd nd 2748,31
INPARS574 21 nd nd 430,67 307,59 124223 nd nd nd nd 364,92 nd nd 73,70 nd nd nd 2419,12
INPAR598 0 nd nd 1870,99 479,07 119383 nd nd nd nd 41739 nd nd 114,25 nd nd nd 4075,52
INPARS98 2 nd nd 80520 617,51 209421 nd nd nd nd 881,34 nd nd 310,14 nd nd nd 4708,40
INPAR598 5 nd nd 1262,44 1112,80 2476,90 nd nd nd nd 979,17 nd nd 286,46 nd nd nd 6117,77
INPARS98 10 nd nd 790,26 376,18 2589,79 nd nd nd nd 1043,92 nd nd 310,10 nd nd nd 5110,24
INPARS98 15 nd nd 197,00 288,71 2520,25 nd nd nd nd 95721 nd nd 275,97 nd nd nd 4239,15
INPARS98 21 nd nd 13261 880,80 1060,89 nd nd nd nd 311,34 nd nd 102,96 nd nd nd 2488,60
INPAR546 0 nd nd 556,77 734,28 238231 nd nd nd nd 114755 nd nd 206,17 nd nd nd 5027,08
INPARS46 2 nd nd 363,11 42164 175959 nd nd nd nd 510,47 nd nd 150,59 nd nd nd 3205,40
INPAR546 5 nd nd 373,67 486,06 1979,03 nd nd nd nd 1011,08 nd nd 188,63 nd nd nd 4038,47
INPARS546 10 nd nd 830,77 608,17 1962,80 nd nd nd nd 65040 nd nd 173,80 nd nd nd 4225,94
INPAR546 15 nd nd 201,44 402,31 1958,11 nd nd nd nd 739,89 nd nd 141,27 nd nd nd 3443,03
INPAR546 21 nd nd 1391,94 1110,03 3537,64 nd nd nd nd 1067,77 nd nd 256,97 nd nd nd 7364,36
INPARS48 0 nd nd 281,36 473,73 180563 nd nd nd nd 496,94 nd nd 114,77 nd nd nd 3172,44
INPAR548 2 nd nd 32516 83352 224710 nd nd nd nd 856,10 nd nd 23564 nd nd nd 449753
INPAR548 5 nd nd 771,72 939,86 195589 nd nd nd nd 61537 nd nd 154,07 nd nd nd 4436,92

INPAR548 10 nd nd 275,09 1319,01 2986,39 nd nd nd nd 105750 nd nd 303,15 nd nd nd 5941,13
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1727,04
3962,23
3529,43
3164,62
447292
4276,99
5915,47
5366,58
4301,72
1385,21
2487,86
4228,13
2590,42
2759,76
1751,77
1422,93
397,2
463,51
292,77
353,94
253,08
582,08
669,4
579,31
642,17
663,21
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ANEXO IV. TRATAMENTO ESTATISTICO

A. TESTE DE LEVENE - HOMOGENEIDADE DAS VARIANCIAS

Fonte de Variagdo DF Soma dos Quadrados  Quadrado Meédio  Estatistica F  Valor P

Tratamento 5 2231,41417 446,28283 1,50878 0,2243
Residuo 24 7098,98051 295,79085

B. ESTATISTICA DESCRITIVA

EP da

Tratamentos Média Desvio Padrdo média
CONSORCIO 5 36,11204 22,45838  10,04369
INPA R574 5 57,193 5,00508 2,23834
INPA R598 5 -7,08555 31,42356  14,05304
INPA R546 5 21,04349 11,09054 4,95984
INPA R548 5 -27,1133 44,42684  19,86829
INPA R568 5 -28,8227 28,59581  12,78843

C. TESTE DE SHAPIRO-WILK - NORMALIDADE DOS RESIDUOS

Valor de
gl  Estatistica P Decisdao a nivel de (5%)
CONSORCIO 5 0,91999 0,5299  Né&o se rejeita a normalidade
INPA R574 5 0,90578 0,44265 N&o se rejeita a normalidade
INPA R598 5 0,95596 0,77958  N&o se rejeita a normalidade
INPA R546 5 0,95806 0,79443  N&o se rejeita a normalidade
INPA R548 5 0,92194 0,54256  N&o se rejeita a normalidade
INPA R568 5 0,97908 0,92961  Nd&o se rejeita a normalidade

D. ANOVA — ANALISE DE VARIANCIA

Fonte de Variagdo gl Soma dos Quadrados Quadrado Médio Estatistica F Valor P
Tratamentos 5 30974,78 6194,957 8,38793 1,06E-04
Residuos 24 17725,34 738,5556

Total 29 48700,12




