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RESUMO

O petréleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos e outros compostos. A
contaminacdo ambiental por esta substancia e por seus derivados causa impacto
ecoldgico, que vém sendo minimizado por técnicas de remediacdo. A biorremediacéo
€ uma dessas técnicas que emprega Micro-organismos oOu suas enzimas para
destoxificar ambientes contaminados. Rizobios fazem parte da popula¢do microbiana
do solo e seu estudo podera ter grande valor econémico para a biorremediacéo.
Estudos j& realizados com esse grupo de bactérias mostraram que apresentam a
habilidade de usarem petréleo como fonte de carbono e, por serem ndo patogénicos a
animais e plantas, apresentam potencial de uso na descontaminacdo de ambientes
contaminados com esse produto. Este trabalho tem como objetivo testar a capacidade
de isolados de rizobios em degradar petroleo e seus derivados, adquirir informacoes
sobre as enzimas atuantes suas preferéncias metabdlicas, indicando os mais aptos para
serem utilizados no processo de biorremediacdo de solos contaminados com petroleo.
Através dos testes de degradacdo em meio sélido foram selecionadas 53 bactérias que
atingiram notas elevadas no sexto dia de crescimento demonstrando com isso, que essas
mesmas sdo potenciais degradadores de hidrocarbonetos. Apds os testes em meio liquido
utilizando o indicador Diclorofenol Indofenol — DCPIP foram selecionados um total
de 41 isolados que apresentaram descoloracao total durante seis dias de incubagédo

com os derivados, mostrando-se bastante eficazes na degradacdo de hidrocarbonetos.

Palavras-chave — Biodegradacdo, rizébio, petréleo, enzimas.
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1 INTRODUCAO

O petroleo bruto e produtos do petrdleo sdo misturas complexas de estruturas
varidveis que exibem uma ampla variedade de propriedades fisicas, compreendendo 0s
compostos de hidrocarbonetos, responsavel por 50-98% do total da composicdo, e 0s
compostos sem hidrocarbonetos, contendo enxofre, nitrogénio, oxigénio e varios metais
(TYAGI etal., 2011)

A presenca desses compostos no solo e sedimentos, causado principalmente por
derrame acidental ou descarte irregular, despertou grande preocupacdo em autoridades
ambientais e pesquisadores, uma vez que, comprometem a sobrevivéncia de muitas espécies,
e ainda estdo associados com 0 aumento de incidéncia de diversos tipos de canceres no
homem (WEBER e SANTOS, 2013). Esses compostos podem causar uma gama de ameacas
para a saude humana e ambiental, alterando o equilibrio ecolégico (COHEN et al., 2013)

Na tentativa de fazer reparo adequado em éareas contaminadas, utiliza-se uma técnica
muito explorada nas Ultimas décadas conhecida como biorremediacdo. Essa tecnologia
compreende o processo de transformacéo e/ou degradacdo de compostos tdxicos para torna-lo
ecologicamente inofensivo. Esse processo é feito através do emprego de micro-organismos
inerentes ao proprio meio ambiente e adaptaveis ao produto contaminante. A eficiéncia da
biorremediacdo € limitada se as condigdes fisico-quimica ndo forem favoraveis a
sobrevivéncia e a atividade de micro-organismos degradadores. E portanto, necessario um
rigoroso controle e definicdo de pardmetros para aplicacdo dessa técnica (JACQUES, 2010).

Trabalhos realizados, constataram que os diferentes compostos de hidrocarbonetos
nem sempre sdo degradados em igual proporcdo pelo mesmo micro-organismo, defendendo
assim, a ideia de que cada espécie € responsavel por degradar um tipo de componente do 6leo
fazendo-se necessario o uso de consorcios para melhorar a eficiéncia da biorremediacédo
(WEBER e SANTOS, 2013).

Rizaobactérias podem ser simbidticas e de vida livre, e sdo considerados essenciais ao
ecossistema de plantas por meio de varios mecanismos tais como a biodisponibilidade de
elementos de crescimento como o nitrogénio, fosforo e possivelmente ferro, degradacéo de
matéria organica, inducdo de crescimento via sintese de fitormonios, e controle bioldgico
(VESSEY, 2003; LUDWIG et al. 2013). Por fazerem parte da popula¢do microbiana do solo,
seu estudo pode conduzir a descoberta de estirpes de grande valor econdmico para serem
usadas na biorremediacdo de ambientes contaminados com compostos de petréleo, visto que

sdo adaptadas ao ambiente local, bem como podem mostrar maior eficiéncia, habilidade
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competitiva e tolerancia as condicdes de estresse. Esses micro-organismos empregados no
processo de biorremediacdo despertam interesse em pesquisas por fazerem parte da populacéo
microbiana do proprio solo contaminado, e por possuirem enzimas também capazes de
degradar componentes do o6leo. Estudos ja realizados com rizobactérias mostraram que
apresentam a habilidade de usarem petrleo como fonte de carbono e, por possuirem classes
que ndo séo patogénicas a animais e plantas, apresentam potencial de uso na descontaminacgao
de ambientes impactados com esse contaminante ou seus derivados, o que podera ter grande
valor econdmico e ambiental.

A habilidade dos micro-organismos, como os fungos, de adaptar rapidamente o seu
metabolismo a diversas fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua
sobrevivéncia. Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos por sintetizarem diversos
metabolitos secundarios, como inibidores de fitopatdgenos antimicrobianos, produtores de
fitohormonios e enzimas como a celulase e a amilase (PANDEY et al. 2000; CHANDRA et
al. 2009). Estes vivem livremente no meio ambiente ou parasitando outras espécies de fungos,
sendo colonizadores de sucesso de seus habitats. Esta caracteristica deve-se a sua potente
maquinaria de degradacdo do substrato, que é realizada através de suas enzimas extracelulares
(DA SILVA PATEKOSKI e PIRES-ZOTTARELLI, 2016), tornando-os de grande interesse

econdmico.

19



1.1 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo ambiental por petrdleo e seus derivados causa grande impacto
ecoldgico e as técnicas para sua remediacdo tém recebido destaque nas Gltimas décadas. A
maior parte dos compostos de petroleo € passivel de biodegradagédo; no entanto, trata-se de
um processo lento, podendo levar décadas até a total descontaminagdo do ambiente (TONINI
et al., 2010). O mundo atual esta cada vez mais dependente do petrdleo, sendo que as técnicas
para 0 manuseio deste (exploragéo, refino, transporte e operagdes de armazenamento) podem
causar acidentalmente derramamentos e contaminagdes de solos, rios e outros, sendo
necessario recorrer a estudos e pesquisas de técnicas relacionadas a remediacdo de sitios
contaminados (ANDRADE et al., 2010).

A biodegradacdo de um composto quimico no meio ambiente depende, sobretudo, da
presenca de uma populacdo de micro-organismos capazes de metabolizar a molécula original
e seus produtos de degradacdo. N&o existem, na biosfera atual, rotas enzimaticas catabdlicas
capazes de degradar todos os compostos novos que a cultura humana sintetizou durante os
ultimos 100 anos. Alguns xenobidticos podem ser biodegradados por micro-organismos que
possuam enzimas capazes de catabolizar moléculas especificas, ou mesmo pela acdo conjunta
de consorcios microbianos, em que cada micro-organismo atua individualmente sobre
diferentes etapas do processo de biodegradacdo (GAYLARDE et al., 2005). A maior parte dos
compostos de petréleo (de 60% a 90%) é biodegradavel, entretanto, o restante (de 10% a
40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. O destino destes compostos, ap6s um
derrame, ird4 depender da interacdo, entre varios fatores, podendo se destacar a degradacao
microbiana (CRAPEZ et al., 2002).

Isso demonstra a importancia de recorrer a técnicas ou estudos que oferecam
subsidios para a montagem de operacGes de remediacdo dos danos causados, com menor
custo e menor dano ambiental, uma vez que estamos lidando com organismos fundamentais
para o perfeito funcionamento dos ecossistemas aquaticos e terrestres, pois alguns micro-
organismos possuem caracteristicas peculiares para degradar componentes do petroleo.

Muitas especies de bactérias e fungos, isoladas do solo, da agua do mar, de
sedimentos marinhos e de areas contaminadas por dleos, vém sendo estudadas para aplicaces
ambientais como a biorremediacéo, disperséo de efluentes oleosos, otimizagdo da recuperagao
de oleos e transferéncia de 6leo cru, pois sdo produtoras de compostos conhecidos como

biossurfactantes. Estes compostos exibem propriedades surfactantes, isto é, diminuem a
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tensdo superficial e consistem em produtos metabdlicos de micro-organismos, podendo
substituir os surfactantes sintéticos no futuro, especialmente em industrias de alimentos,
cosmética e farmacéutica, bem como, produtos de limpeza industriais, produtos quimicos
agroindustriais e em processos de biorremediacdo, ja que sdo biodegradaveis, possuem baixa
toxicidade e apresentam estabilidade em valores extremos de pH, temperatura e salinidade
(PINTO et al., 2009; CHANDRA et al. 2009).

Como todas as bactérias que foram utilizadas neste trabalho sdo descritas como
biodegradadoras de HCs, faz-se necessario investigar se elas possuem enzimas que
caracterizam as atividades envolvidas no processo de biodegradacdo do petrdleo, pois
informagdes sobre o perfil enzimatico de comunidades microbianas sdo importantes para se
obter um melhor entendimento sobre suas preferéncias metabdlicas. E a utilizacdo dessas
bactérias pertencentes ao grupo de rizébios pode tornar-se uma alternativa viavel e segura
para a biorremediacdo de solos contaminados, uma vez que ndo sdo patogénicos as plantas
e/ou animais, inclusive ao homem e ainda, sdo fundamentais no manejo agricola sustentavel
na Amazonia, fixam nitrogénio e solubilizam fosfatos pouco solGveis do solo promovendo o
crescimento das plantas.

A utilizacdo de fungos pertencentes ao género Trichoderma também pode tornar-se
uma alternativa vidvel e segura para a biorremediacdo de solos contaminados, uma vez que
raramente sdo patogénicos as plantas e/ou animais, inclusive ao homem, sintetizam enzimas
com elevado potencial biotecnoldgico (DA SILVA PATEKOSKI e PIRES-ZOTTARELLLI,

2016), e ainda, sdo fundamentais no manejo agricola sustentavel na Amazénia.
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2. OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar a degradacdo e mineralizacdo de hidrocarbonetos do petréleo por isolados de
Rizobactérias e Trichodermas spp. ou consoércios resultantes da inoculacdo conjunta destes

micro-organismoss depositadas na colecdo de micro-organismos do INPA.

2.1.2 Objetivos especificos

e Verificar a capacidade de degradacdo de derivados de petréleo por isolados de
Rizobactérias Trichodermas spp.

e Obter consoércios dos micro-organismos estudados, a partir de isolados de
Rizobactérias Trichodermas spp. que apresentarem capacidade de utilizar petréleo e
seus derivados como fonte de carbono, através de enriquecimentos sob condicdes
aerobias;

e Avaliar o potencial de producdo de biossurfactantes pelos consorcios de Rizobactérias
Trichodermas spp. obtidos, tendo o petréleo como Unica fonte de carbono;

e Testar em amostras de solos contaminados, os consorcios de Rizobactérias que

apresentarem maior eficiéncia em utilizar o petréleo como fonte de carbono.

22



2.2  REFERENCIAL TEORICO

2.2.1 Petroleo e seus derivados e impactos causados pela deposi¢cdo de seus compostos
no meio ambiente.

O petroleo é uma mistura de hidrocarbonetos formados por &omos de carbono e
hidrogénio, além de pequenas quantidades de enxofre, nitrogénio e oxigénio em proporcdes
variaveis (KOLESNIKOVAS et al., 2009). Os hidrocarbonetos de petroleo podem ser
agrupados em quatro classes principais, baseadas na composicdo molecular: aromaticos,
alcanos, alcenos e cicloalcanos (API, 1999). N&o sendo uma substancia pura, mas antes uma
mistura de diversas substacias, o petréleo ndo tem férmula, mas sim uma composi¢do quimica
que pode variar, dependendo da sua origem. Da sua composicao, pode ser classificado como
leve, médio ou pesado, onde os principais produtos da sua destilacdo sdo: gas natural, éter de
petroleo, benzina, nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel e Oleos lubrificantes (Tabela 1).
Quanto maior a cadeia carbonica do hidrocarboneto, maior foi a temperatura na qual ele ira
destilar (FARIAS, 2008).

Tabela 1 — Principais produtos resultantes da destilacdo do petréleo (Farias, 2008)

Faixa de temperatura Produto N de 4tomos de carbono na
°C molécula
Abaixo da temperatura ambiente Gas Natural Ci1-Cq4
20-60 Eter de Petréleo Cs-Cs
60-90 Benzina C7-Cs
90-120 Nafta Cs-Co
40-200 Gasolina Cs-C12
150-300 Querosene C12-Cig
250-300 Oleo Diesel (gaséleo) Acima de Cisg
300-400 Oleos Lubrificantes Né&o destilam a pressdo ambiente.

Obs. As faixas de temperatura e composi¢cbes mostradas sdo apenas aproximacgdes, com as temperaturas e
composi¢des especificas para uma determinada destilagdo dependendo na composigdo do petréleo empregado,
bem como da pressao utilizada.

Entdo, o petrdleo é constituido por uma mistura complexa de substancias inorganicas e

organicas, extremamente influenciadas por condicdes fisico-quimicas, biologicas e geoldgicas
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do ambiente em que ele foi formado. Alteragdes na qualidade do solo ocorre devido,
principalmente a vazamento durante o processo de exploracdo ou até a fase de refinamento
e/ou armazenamento. Dentre as substancias mais comuns na composicdo do petréleo,
encontramos os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Sdo gerados naturalmente, e
de forma continua, pela combustdo incompleta de substancias orgénicas, como residuos
vegetais, madeira, matéria organica etc. Porém, a contaminacéo do solo é um tipico efeito da
atividade antropogénica, devido a producéo industrial dos HAPs (para fabricacdo de corantes,
de fibras sintéticas, de preservantes de madeira, etc), a producao de carvao vegetal, a extracao
e gaseificacdo do carvdo mineral e aos processos de extragdo, transporte, refino,
transformacdo e utilizacdo do petréleo e de seus derivados (BANFORTH; SINGLETON,
2005).

Os compostos que exigem maior preocupacdo ambiental e que, normalmente, sdo 0s
principais a serem identificados e quantificados antes e durante um processo de remediacéo
sdo: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, que séo hidrocarbonetos aromaticos mais
abundantes nas fracdes leves do petréleo, como a gasolina e o Oleo diesel. Esses compostos
podem ser transportados em locais distantes do ponto de origem (SOUZA et al., 2016).
Podendo observar que substancias poluentes e cancerigenas presentes no petréleo e seus
derivados merecem atencdo por parte das autoridades dos drgdos ambientais e de salde
(ANDRADE et al. 2010).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer (International Agency for
Research on Cancer - IARC), 6rgdo da Organizacdo Mundial da Salde, o benzeno se
classifica no Grupo I, ou seja, € uma substancia comprovadamente cancerigena e que também
pode causar leucemia em seres humanos (IARC, 2006).

A existéncia de uma area contaminada pode gerar problemas, como danos a salde,
comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restricdes ao uso do solo e danos ao
patriménio publico e privado, com a desvalorizacdo das propriedades, além de outros danos
ao meio ambiente (CETESB, 2018). ContaminacOes oriundas dessas substancias merecem
atencdo, pois seu contato direto provoca a inlagdo de vapores tdxicos, como pela disposicédo
desses compostos nos solos, mas também quanto a sua presenga em aguas utilizadas pelo
consumo humano.

Com o desenvolvimento das cidades, aumentaram-se os estoques de petréleo, bem
como o seu transporte mundial, sendo potencial o risco de acidentes envolvendo derrames de
6leo no meio ambiente (HARAYAMA et al., 1999; PEREIRA et al., 2009; BASTOS ;
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FREITAS, 2010; SANTOS et al., 2011). A poluicdo causada por hidrocarbonetos constitui
séria preocupacdo ambiental e de salde, merecendo maior investimento em tecnologias
compativeis para sua remediacdo e 0s maiores problemas sdo os danos ambientais causados
por derrames acidentais e descarga de petroleo ou de residuos oleosos intencionalmente
descartados (LAI et al., 2009). A crescente atividade industrial nos dias de hoje traz consigo
alguns riscos para 0 meio ambiente. Normalmente as contaminagdes de solos e do ambiente
hidrico por hidrocarbonetos ocorrem desde o processo de extracdo, transporte, refino, até o
consumo, com a producdo de gases poluentes. Tais acidentes tém um grande efeito sobre as
propriedades do ambiente contaminado. Observam-se com muita preocupagdo, 0s casos de
contaminac¢do do solo e agua por hidrocarbonetos derivados de petr6leo, que mesmo em
pequenas concentrac@es, podem constituir um grande perigo a salde humana e ao meio
ambiente (SOUZA et al., 2010).

Os produtos petroliferos sdo considerados recalcitrantes a degradacdo microbiana e
persistem nos ecossistemas devido & sua natureza hidrofébica e baixa volatilidade,
representando assim uma ameaca significativa para o meio ambiente (SAWADOGO et al.,
2015).

De acordo com Baker ; Herson (1994) sete principais subprodutos sdo extraidos por
fracdo destilada da composicdo béasica do petréleo: Gas natural composto por alcanos de
cadeia normal ou ramificada, com um a cinco 4&tomos de carbono, por exemplo o etano,
propano e butano; Gasolina formada por hidrocarbonetos de cadeia normal ou ramificada,
com 6 e 10 atomos de carbono. Ciclanos e alquibenzenos estanos presentes; Querosene (6leo
diesel n.°1) composto por hidrocarbonetos com 11 a 12 atomos de carbono. N-alcanos
ramificados, ciclo-alcanos, arométicos, e misturas de ciclanos com arométicos. Baixos niveis
de benzeno. Poucos poliarométicos; Oleo Diesel leve é um produto formado por
hidrocarbonetos com 12 a 18 4tomos de carbono. Percentual de n-alcanos maior do que o do
querosene. Ciclanos, oleofinas, oleofinas aromaticas mistas estdo presentes; Oleo Diesel
pesado fomado por hidrocarbonetos com 18 a 25 atomos de carbono; Lubrificantes composto
por hidrocarbonetos com 26 a 28 atomos de carbono; Asfalticos que sdo compostos
policiclicos pesados.

De acordo com os dados estatisticos mensais publicados pela Agencia Nacional de
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2016) no ano de 2015 foram produzidos um

total de 2.189.081m?* de derivados de petrdleo nas refinarias do Estado do Amazonas. Deste
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total, o 6leo diesel com 35% foi o derivado com maior percentual, sendo seguido por seguido
pela nafta com 23% (Figura 1).
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OUTROS ENERGETICOS
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Figura 1: Producéo de derivados de petrdleo nas refinarias do Estado do Amazonas — 2015

Em busca de solugbes para estes problemas, inUmeras técnicas vém sendo
desenvolvidas para sanar esses danos causados por esse poluente, que tem sido um dos
principais problemas ao meio, principalmente os tdxicos e o processo bioldgico de
biorremediacdo é uma importante ferramenta biotecnolégica aplicavel na descontaminacéo ou
atenuacdo dos impactos causados por compostos xenobiodticos nos diferentes ecossistemas,
tornando-se assim, uma alternativa adequada e eficaz no tratamento de ambientes

contaminados.

2.2.2 Biorremediacdo de ambientes impactados por petroleo e seus derivados

Varias técnicas tém sido desenvolvidas para a limpeza de areas impactadas com
contaminantes toxicos, tendo como exemplo entre elas, a biorremediacdo, que é definida
como a transformac&o e/ou degradagdo de compostos toxicos para torna-los inofensivos: Pode
envolver o emprego de micro-organismos inerentes ao produto contaminante e ao meio

ambiente, ou ainda pode langar mdo de micro-organismos exogenos (BENNET ; FAISON,
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1997). Estes micro-organismos, muitas vezes, sdo considerados nocivos para 0S seres
humanos. Para que seja aplicada a biorremediacdo em determinada &rea afetada por
contaminante, varias definicGes e parametros devem ser esclarecidos. Para a descontaminacao
dos locais, a biorremediacdo utiliza micro-organismos autdctones ou aloctones, podendo ser
realizada através de bioaumentacdo, bioestimulacdo ou atenuagdo natural monitorada
(ANDRADE et al., 2010).

Para que seja implantada a biorremediacdo em determinada &rea afetada por
contaminantes, tem que haver definicdes para que seja implantado todo o processo (Figura 2).
A biorremediacdo utiliza, para a descontaminagdo dos locais, microrganismos autoctones ou
aléctones, podendo ser realizada atraves de bioaumentacdo, bioestimulacdo ou atenuacdo
natural monitorada (ANDRADE et al., 2010). O emprego de microrganismos na remediacdo
de ambientes impactados requer mecanismos para estimular e desenvolver a atividade
microbiana na degradacdo de compostos de petroleo.

Gaylarde et al. (2005), citaram que a implementacdo de um processo de remediacéo
em um ambiente contaminado requer a conducdo de um estudo detalhado, com uma visao
interdisciplinar, envolvendo profissionais de diferentes areas de conhecimento, como
microbiologia, bioquimica, biologia molecular, quimica orgéanica e analitica e engenharia,
sendo necessario um conhecimento aprofundado das caracteristicas quimicas da molécula
xenobidtica que se pretende eliminar, uma vez que a estrutura quimica influencia vérios
aspectos do metabolismo bioldgico. Afirmaram ainda que, a extraordinaria diversidade
metabolica se deve a combinacdo do potencial genético individual das diferentes espécies
microbiana em um sistema natural, com enzimas e vias metabdlicas que evoluiram ao longo
de bilhdes de anos, e a capacidade de metabolismo integrado apresentada pela comunidade
microbiana em conjunto: produtos do metabolismo de um microrganismo pode ser substrato
para outros.

Os micro-organismos aerébios necessitam da presenca de oxigénio molecular para seu
crescimento e para converter os hidrocarbonetos em CO», H>O e biomassa. J& 0s micro-
organismos facultativos podem crescer na presenca (aerobiose) ou auséncia (anaerdbios,
fermentagdo) de oxigénio (BERTHE-CORTI ; FERZNER, 2002; PETERS et al., 2005). A
habilidade de utilizacdo dos hidrocarbonetos saturados derivados do petroleo por micro-
organismos aerdbios e anaerdbios € descrita por varios autores (HANSON ; HANSON, 1996;
VAN HAMME et al.,, 2003; WANG et al., 2006; SAVAGE et al., 2010; CRUZ ;

MARSAIOLI, 2012;), onde um dos fatores primordiais para ocorrer biodegradagéo é a pre-
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senca de aceptores de elétrons e nutrientes adequados para manter ativos micro-organismos de
diferentes espécies (Figura 3).
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Utilizagao de
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(introdugéo de microrganismos degradadores) J

Autdctones
(isolamento e selegéo de
microrganismos com as
propriedades de interesse
a partir de amostras do
ambiente a ser tratado)

Aléctones
(selegdo de
micorganismos com as
propriedades de interesse
a partir de material, ex situ
disponivel em colegdes de
cultura ou outras fontes)

Figura 2: Esquema geral das etapas para definicdo e implementacdo de um processo de biorremediacéo
(Adaptado de Gaylarde, 2005).
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Figura 3: Rotas de biodegradacdo de alcanos para micro-organismos
aerdbios e anaerdbios (adaptado de WENTZEL et al., 2007).

Micro-organismos que possuem a capacidade de degradar, adaptar, crescer e até
proliferar em ambientes contaminados por hidrocarbonetos tem notéria importancia no uso da
biorremediacdo. Assim, a grande motivacdo de pesquisas e estudos de biodegradacao €, sem
duvida, a busca de micro-organismos versateis capazes de degradar, de maneira eficiente, uma
grande variedade de poluentes a baixo custo operacional, utilizando micro-organismos que
ndo prejudiquem a vida existente nas areas contaminadas.

Segundo De Noronha (2018) o principio da precaucdo ambiental se apresenta como
instrumento  essencial a

um ser observado nos processos decisorios relacionados a

empreendimentos sujeitos a Estudo Prévio de Impacto Ambiental e sua aplicacéo

envolve a possibilidade de participacdo publica e democratica nesses  processos,

introduzindo cautela e cuidado antecipados, com vistas a salvaguardar os interesses

das presentes e futuras geracoes.
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2.2.3 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto €, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante,
podendo realizar misturas de hidrocarbonetos em &gua (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
Podem ser produzidos por uma diversidade de micro-organismos, sendo a maioria por
bactérias e leveduras, e em menor quantidade, por fungos filamentosos (AL-WAHAIBI et al.,
2014). As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas que séo
derivados do metabolismo de bactérias, fungos e leveduras (TAMBOURGI et al., 2008). Isto
pode ser demonstrado através do aumento significativo da degradacdo dos hidrocarbonetos
presentes no meio, onde a dindmica desse processo € baseada na habilidade dos
biossurfactantes reduzirem a tensdo superficial pelo remanejamento molecular, através do
acumulo de compostos insollveis em superficies, influenciando as ligacdes de hidrogénio e
interacbes hidrofilicas-hidrofdbicas. Isto faz com que a area superficial aumente,
proporcionando uma maior biodisponibilidade e conseqiiente aumento da biodegradabilidade
(CASTIGLIONI et al., 2009). Os biossurfactantes sdo mais eficientes do que os surfactantes
sintéticos existentes, e apresentam propriedades que estes ndo possuem, tais como a maior
seletividade e atividade especifica sob condi¢des extremas de pH, temperatura e salinidade.
Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos podem ser obtidos utilizando-se
procedimentos relativamente simples e substratos baratos, através de processos de
fermentacdo. Acucares e Oleos sdo fontes de carbono adequadas para a obtencdo de
tensoativos ecologicamente seguros (BUENO et al., 2010); no entanto, sua entrada no
mercado em larga escala ainda estd limitada, devido ao seu alto custo de producdo quando
comparado aos sintéticos (MARQUEZ et al., 2009).

Selecionar bactérias com potencial para a producdo de biossurfactantes, baseando-se
na reducdo da tensdo superficial e aumento da atividade emulsificante, contribui com o
processo de biorremediacdo e demonstra habilidades desses micro-organismos para remover e
degradar petréleo, por meio da producdo de agente surfactante, sugerindo uma possibilidade
futura de aplicacdo nos processos de contaminantes hidrofobicos como o petroleo, indicando
com isso, uma alternativa promissora em processos de biorremediacéo, auxiliando na reducgéo

da concentracéo e toxicidade dos varios componentes do petroleo derramado.
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2.2.4 Micro-organismos de Solo

Os solos possuem, naturalmente, diversos micro-organismos com atividades
metabolicas variadas e que sdo capazes de degradar eficientemente diferentes contaminantes,
como o petréleo e seus derivados. Contudo, em alguns casos, a contaminacdo de solos por
estas substancias tem se tornado uma problemética mundial, principalmente, devido a
dificuldade de reabilitar a area contaminada. Estes problemas tém ocorrido, pois uma das
principais dificuldades envolvendo a descontaminacdo dessas matrizes esta relacionada, entre
outros fatores, a presenca de materiais argilominerais, que quando presentes em quantidades
elevadas no solo contaminado, podem reduzir consideravelmente a eficiéncia do processo de
biorremediacdo. Os solos argilosos, de modo geral, apresentam baixa permeabilidade, o que
pode comprometer significativamente tanto a difusdo de oxigénio, que é elemento
fundamental para o processo aerobico de degradacdo, bem como a incorporagdo de nutrientes.
E evidente que a estrutura dos solos também exerce influéncias significativas sobre as
caracteristicas fisico-quimicas. Dependendo da estrutura, mesmo que o0s solos sejam
argilosos, eles podem ter permeabilidades elevadas. Os latossolos argilosos, por exemplo, que
ocupam extensas areas no Brasil, apresentam, comumente estrutura granular e, desta forma,
elevada permeabilidade (ANDRADE et al., 2010).

Os micro-organismos sdo 0s mais numerosos da fracdo bioldgica do solo e estdo
sujeitos a alteracGes em sua abundéncia e nas relacdes metabdlicas em funcdo de mudancas
ambientais, como o aporte de poluentes ao solo (BARROS et al., 2010).

Quando o combustivel atinge o solo, seus componentes separam-se em trés fases:
dissolvida, liquida e gasosa. Uma pequena fracdo dos componentes da mistura se dissolve na
agua do lencol freatico, uma segunda porcao € retida nos espagos porosos do solo na sua
forma liquida pura como saturacdo residual e outra parte dos contaminantes passiveis de
evaporacao dao origem a contaminacdo atmosférica (NADIM et al., 1999).

Isso mostra claramente a importancia de se verificar os prejuizos causados em caso de
acidentes envolvendo substancias quimicas ou qualquer poluente, fazendo um planejamento
da forma mais eficaz para remediar os danos ou parte destes causados ao meio ambiente,
levando em consideracdo a biodegradabilidade do poluente e se a microbiota existente no
proprio solo contaminado foi suficiente para reparar ou amenizar os danos causados.

Nos Gltimos tempos, a demanda por micro-organismos degradadores de compostos de
petréleo tem aumentado, levando com isso a um crescente aumento nos estudos de micro-
organismos capazes ou com potencial para serem utilizados na degradacéo desses poluentes.
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E importante o reconhecimento da diversidade de micro-organismos existente em diferentes
ecossistemas e sua acdo metabolica para cada composto especifico, uma vez que um s6 micro-

organismo isolado pode néo ter a capacidade de degradar todos 0s componentes do petroleo.

2.2.5 Rizobactérias e sua utilizagdo no processo de biorrediacdo de petrdleo e
derivados

As bactérias sdo 0s micro-organismos mais abundantes presentes em solos, devido ao
seu rapido crescimento e sua habilidade de utilizar ampla gama de compostos como fonte de
carbono e nitrogénio (GLICK, 1995). Estima que em um grama de solo superficial exista uma
densidade de bactérias entre 10* e 108 (HUGHES et al., 2001), o que reflete em elevada
diversidade de micro-organismos ainda pouco explorados responsaveis por atividades
metabolicas variadas, nos mais diferentes habitats terrestres (MARCHIORO, 2005;
FERREIRA, 2008; OLIVEIRA, 2009).

Apesar de varios trabalhos com diversas espécies de micro-organismos degradadores,
existe a necessidade de maior conhecimento dos potenciais existentes de bactérias. Algumas
dessas bactérias podem apresentar intensa capacidade para colonizacdo radicular, sendo,
portanto denominadas de rizobactérias (ZEHNDER et al., 2001).

Alguns trabalhos foram realizados utilizando isolados de rizébios na degradacdo de
compostos de petrdleo (LINDSTROM et al., 2003; POONTHRIGPUN et al., 2006; COELHO
et al., 2010; WEN et al., 2011). Estes sdo indutores de nddulos, genericamente chamadas de
rizébios.

Rizobios fazem parte da populacdo microbiana do solo, tornando-se necessario um
estudo mais aprofundado e testes para detectar ou selecionar estirpes ou um consorcio de
micro-organismos (do género Rhizobium) de grande valor econdmico para serem utilizados
como inoculantes, visto que sdo adaptados ao ambiente local, bem como podem mostrar
maiores eficiéncias, habilidade competitiva e tolerdncia as condi¢cBes de estresses e
capacidade de degradar compostos de petréleo em laboratério ou em cada ambiente, ou que
possam utilizar os intermediarios obtidos na degradacdo incompleta, visando assim, reduzir o
tempo de degradagdo desses residuos.

Segundo Kuykendall e Dazzo (2005), Chen et al. (2005), Kuykendall et al. (2005), a
ordem Rhizobiales é classificada em dez familias: Aurantimonadaceae, Bartonellaceae,

Beijerinckiaceae, Bradirhizobiaceae, Brucellaceae, Hypomicrobiaceae, Methylobacteriaceae,
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Methylocystaceae, Phyllobacteraceae, Rhizobiaceae. Nesta Gltima, encontram os seguintes
géneros: Agrobacterium (SETUBAL, 2009), Allorhizobium (SESSITSCH et al., 2002),
Carbophilus (EUZEBY e KUDO, 2001), Chelatobacter (KAMPFER et al., 2002), Kaistia
(WEON et al., 2008), Rhizobium (SAWADA et al., 2003), Sinorhizobium/Ensifer
(MARTENS et al., 2008), Candidatus (DE VOS et al., 2005).

Da familia Rhizobiaceae, dois géneros sdo considerados principais, pela capacidade de
nodulacdo de plantas leguminosas, Bradyrhizobium e Rhizobium. Bactérias do género
Rhizobium sdo caracterizadas pelo crescimento rapido em meio YMA (pH 6-7), temperatura
25-30 °C, e tempo 3-5 de incubacdo, apresentam tamanho de colbnias entre 2-4 mm de
didmetro e producdo de &cido. Enquanto que as bactérias do género Bradyrhizobium séo
caracterizadas pelo crescimento lento, entre 5-7 dias de incubacdo, as coldnias sdo menores
que 1 mm, além de produzirem reacdo alcalina (OLIVEIRA et al., 2007).

A diversidade genética dentro da populacdo de rizébio no ambiente natural é alta
devido a réapida reproducdo, variagcbes, mutacdes e aos processos naturais de transferéncia
genética (WEIR, 2012). Esta diversidade é apresentada em trabalhos de levantamento de
estirpes de rizobio em diferentes ecossistemas no Brasil (HUNGRIA et al., 1997; CHAGAS
JUNIOR et al., 2009).

Estes micro-organismos sdo bactérias Gram negativas, tém forma de bastonete, s&o
aerdbicas e ndo esporulantes, pertencentes ao filo alpha-Proteobactéria, os quais sdo
genericamente identificados como rizobio (ZAKHIA; LAUJUDIE, 2001; ALVES et al.,
2014). Estas bactérias apresentam grande capacidade simbiotica e fixadora de nitrogénio e sdo
eficientes na producdo de biopolimeros que apresentam aplicacdo na agricultura como
inoculante. A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo bioquimico natural e
essencial, realizado por bactérias que possuem a enzima nitrogenase. Estes organismos sdo
encontrados em varios ambientes, vivendo livremente, associados ou em simbiose com outros
seres vivos. As bactérias fixadoras de nitrogénio possuem um papel ecoldgico importante,
atuando na conversdo do nitrogénio atmosférico (N2), ndo utilizavel pelas plantas e por outros
grupos de organismos, em amdnia (NH4"), forma utilizavel por estes (SOUZA; MOREIRA,
2011). Apresentam caracteristicas adequadas para serem utilizadas num processo de
biorremediacgéo, pois além de apresentarem todas as caracteristicas citadas, € um grupo de
micro-organismos que ndo possui patogenicidade, ndo prejudicando assim o homem, a fauna

e a flora existentes no meio ambiente.
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As bactérias do género Paenibacillus (ASH; PRIEST; COLLINS, 1994) pertencem ao
Reino Bacteria, Filo Firmicutes, Classe Bacilli, ordem Bacillales e familia Paenibacillaceae.
Sdo bactérias gram-positivas, em forma de bastonete, dotadas de mobilidade, formadoras de
esporos, aerébias ou anaerobias facultativas. Sdo abundantes em solos rizosféricos e tem boa
capacidade em colonizar as raizes de plantas, podendo produzir naturalmente horménio de
crescimento vegetal e varias enzimas hidroliticas, além das funcGes tipicas das rizobactérias
(GOVINDASAMY et al., 2011; KO et al., 2010; HOON et al., 2005; BERGE;
GUINEBRETIERE; ACHOUAK; NORMAND; HEULIN, 2002).

Bactérias do género Paenibacillus podem ser isoladas do solo, fontes vegetais, agua,
larvas de insetos, sedimentos marinhos contaminados com petrdleo, etc. Produzem enzimas
extracelulares e compostos antimicrobianos e antifungicos inibidores de varios patégenos
animais e vegetais (LORENTZ, 2005).

Em geral, essas bactérias ndo sdo patogénicas para plantas ou animais e tém grande
potencial para aplicacfes agricolas, médicas e industriais. Estudos tém demonstrado inimeras
funcGes bioldgicas desempenhadas por esses micro-organismos com alto padrdo
biotecnologico (GU et al., 2010; HWANG et al., 2010; LU et al., 2010; NONG; RICE;
CHOW; PRESTON, 2009). Vérias estirpes dessa espécie sdo capazes de produzir inimeras
enzimas hidroliticas que desempenham um papel importante no controle bioldgico de
patdégenos de plantas. Porém, além dessas enzimas muitos outros compostos ainda s&o
indefinidos estruturalmente ou desconhecidos (LAL; TABACCHIONI, 2009).

Essas Rizobactérias podem possuir potencial como biodegradadores de petrdleo ou
derivados, uma vez que possuem uma significativa diversidade genética e podem ser
encontrados em ambientes contaminados com hidrocarbonetos, necessitando desse modo da

realizacdo de estudos que indiqguem ou comprovem esse potencial.

1.3.6 Utilizacdo de Trichodermas spp. no processo de biorrediacdo de petréleo e

derivados

Os fungos do género Trichoderma sdo fungos de vida livre, encontrados
principalmente na rizosfera de plantas ou em material vegetal em decomposi¢do. Pertencem
ao filo Ascomycota, ordem Hypocrales, familia Hypocreaceae (SRAVASTAVA, 2014).
Atualmente existem 256 espécies de Trichoderma registradas na Subcomissdo Internacional

de Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH) (http://www.isth.info/trichoderma/).
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O género Trichoderma foi descrito pela primeira vez em 1794, por Persoon e Gray,
possuindo quatro espécies. Em 1969 Rifai fez a primeira revisdo taxonémica do género.
Desde entdo, inimeras espécies foram agregadas ao género, no entanto, sua taxonomia torna-
se bastante complexa por possuir pleomorfismo sexual (SRAVASTAVA, 2014,
DELABONA, 2015).

A fase sexual (telemorfica) é classificada como ascomiceto de ordem Hypocrales,
conhecida como Hypocrea. Nesta fase, muitas espécies produzem caracteristicas da fase
anamorfica Trichoderma, enquanto outras, apresentam dicotonizacdo de conidioforos
irregulares, caracteristicos de ouros géneros. A fase assexual (anamérfica ou mitosporica)
chamada de Trichoderma, é idependentte da fase telemorfica e tende a produzir dois ou mais
tipos de esporos (BISSET, 1991; HARMAN et al., 2004).

Estes fungos apresentam alta capacidade adaptativa, pois além de serem saprobios
também podem ser encontrados parasitando outros fungos. Colonizam principalmente solos
acidos, embora possam habitar em solos levemente bésicos, utilizando diversas fontes de
carbono e nitrogénio, além de secretarem diversas enzimas de interrese biotecnologico
(DELADONA, 2015).

As colonias crescem rapidamente em meio de cultura, apresentando como
caracteristicas macroscopicas, coldnias de superficie lisa e transluicida, nos primeiros estagios
de crescimento, seguida por uma aparéncia flocosa. Os esporos geralmente apresentam
coloracdo verde, mas podem variar de incolor & cinza, dependendo da pigmentacdo e
quantidade de conidios, além da influéncia do pH do meio (DELADONA, 2015).

Varias espécies sdo conhecidas por atuarem como agentes de biocontrole e
micoparasitismo, além de auxiliarem na supressdo de patdgenos, na resisténcia e crescimento
de plantas. O Trichoderma produz diversas enzimas extracelulares capazes de degradar
parede celular, como também uma variedade de metabolitos secundarios (ISAIAS et al. 2014;
VINALE et al., 2014).

Muitos trabalhos relatam a atividade antifungica de Trichoderma contra o0s
fitopatdgenos R. solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. graminiarum, F.
semitectum, Colletotrichum lindemuthianum, C. ampelinum, Rhizopus sp., Sclerotium rolfsii e
Verticillium dahliae, entre outros (ISAIAS et al., 2014; LEELAVATHI; VANI; REENA,
2014; SHENTU et al., 2014).

Porém, além da conhecida atividade antifingica, também ¢ utilizado na

biorremediagdo. Em muitos paises diversos trabalhos vem sendo realizados utilizando o
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Trichoderma na biorremediacdo de metais pesados e derivados de petréleo (HAMZAH et al.,
2012; COCAIGN et al., 2013; KATA et al., 2014; SHUKLA et al., 2014; FONTES, 2015;
ADEBIYI, 2017).

Pesantez e Castro (2016) verificaram que a inoculacdo de cepas de Trichoderma em
solos contaminados por hidrocarbonetos, reduziu em até 47% a concentracdo total destes
compostos.

No Brasil, Lima et al. (2006) avaliaram o potencial de fungos filamentosos na
degradacdo de oleo diesel, gasolina e 6leo de soja, sendo que os os isolados dos géneros
Penicillium e Ttrichoderma obtiveram as maiores velocidades de crescimento

Azevedo (2010) quando submenteu fungos isolados do manguezal, ao teste de
oxidacdo com o indicador DCPIP, percebeu a mudanca de cor do indicador ocorreu em
diferentes tempos, dependendo da espécie, variando de 10h a 68h, sendo que o Trichoderma
apresentou descoloracao total em aproximadamente 50h indicando a capacidade de degradar o
substrato.

Farias et al. (2012) estudaram a degradacdo de compostos fenolicos em efluente de
postos de gasolina pela acdo dos fungos Aspergillus sp. e Trichoderma sp. em um reator em
batelada. Observaram, grande quantidade de espuma e o crescimento dos fungos
comprovando que as espécies testadas conseguem sobreviver e degradar o residuo avaliado.

Otsuka (2015) estava avaliando a biodegradacéo de tolueno por 50 fungos isolados de
ambientes associados ao petrdleo. Onde, percbeu que todos os fungos apresentaram resultados
positivos demonstrando que assimilavam o composto e possuiam tolerancia a toxicidade da
molécula, inclusive o Trichoderrma koningii apresentou o maior crescimento e maior halo,
com 6 cm, possuindo assim alta tolerancia ao tolueno.

Com todos esses resltados fica eviedente potencial do Trichoderma em degradar e
mineralizar hidrocarbonetos do petrdleo. Devendo, portanto, serem estudos com mais
frequéncia a fim de obter produtos capazes de atuar na biorremediacdo de ambientes

contaminados por petréleo e/ou seus derivados.
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CAPITULO |

Analise da biodegradabilidade de petréleo e seus derivados
por isolados de rizobactérias.
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RESUMO

A biorremediacdo € um processo de tratamento que utiliza micro-organismos que
degradam e transformam compostos organicos, como o petréleo, existentes nos solos
contaminados, aquiferos, lodos e residuos solidos, em compostos menos complexos e
geralmente mais facilmente degradaveis. Rizobactérias que colonizam as raizes e promovem
o0 crescimento vegetal tém sido associadas a biorremediacéo de solos e seu estudo podera ter
grande valor econémico para a biorremediacdo de ambientes impactados por petroleo e seus
derivados. Diante disso, este trabalho teve como objetivo testar a capacidade de isolados de
rizébactérias em degradar petrleo e seus derivados, adquirir informacGes sobre suas
preferéncias metabolicas, indicando os mais aptos para serem utilizados no processo de
biorremediacdo de solos contaminados. Através dos testes de degradacdo em meio sélido,
onde foram utilizados derivados de petréleo (6leo diesel, querosene, nafta, gasolina e 6leo
lubrificante) como fontes de carbono e foram selecionadas 53 bactérias que atingiram notas
elevadas no sexto dia de crescimento. Esses isolados foram testados em meio liquido,
utilizando o indicador Diclorofenol Indofenol — DCPIP, onde for foram selecionados 04
isolados que apresentaram descoloracao total até durante seis dias de incubacdo com todos 0s
derivados testados. Foram formados 05 consorcios destes e verificado a capacidade de
producdo de biossurfactantes, observando-se que todos os isolados e seus consorcios
apresentaram alta espessura da Camada emulsificante agua em dleo (A/O), nos dois meior
testados (SYM, variando entre 4,97cm a 12,23cm e INPA, variando entre 3,66cm a 11,15cm).
Na avaliacdo do crescimento microbiano em diferentes condi¢cdes de solo (estéril e nédo
estéril), contendo petréleo como fonte de carbono, verificou-se que ao adicionar as
rizobactérias isoladas ou seus consorcios ao solo ndo estéril, contendo micro-organismos
autoctones, houve um aumento significativo em todos os tratamentos, demonstrando que
esses micro-organismos sao potenciais degradadores de hidrocarbonetos.

Palavras-chave — Biodegradacéo, rizébactérias, petroleo.

1 INTRODUCAO

A poluicdo causada por hidrocarbonetos constitui séria preocupacdo ambiental e de

satde, merecendo maior investimento em tecnologias compativeis para sua remediagdo. Os
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maiores problemas séo os danos ambientais causados por derrames acidentais e descarga de
petroleo ou de residuos oleosos intencionalmente descartados (LAI et al., 2009).

A biorremediacdo é um processo de tratamento que utiliza micro-organismos que
degradam e transformam compostos organicos, como o0 petroleo, existentes nos solos
contaminados, aquiferos, lodos e residuos solidos, em compostos menos complexos e
geralmente mais facilmente degradaveis (WETLER-TONINI et al., 2010). A adi¢do de micro-
organismos estranhos ao ambiente poluido se faz necessario quando as populagdes autoctones
dos mesmos ndo tém a capacidade de degradar os constituintes do petréleo (MISHRA et al.,
2001). Dessa maneira, a biodegradacdo dos hidrocarbonetos pode ser aumentada se a
biomassa microbiana conseguir sobreviver as condi¢cdes do novo ambiente apds competir com
esses micro-organismos autéctones (DE MORAIS, 2005)

Biosurfactantes sdo metabdlitos produzidos por uma grande variedade de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos e pode aumentar a disponibilidade dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) a estes microrganismos degradadores, auxiliando na
solubilizacdo do poluente, além de apresentarem vantagens, como baixa toxicidade, natureza
biodegradavel e eficAcia em amplas variacbes de temperatura, pH e salinidade
(TABATABAEE et al., 2005; MANIASSO et al., 2001). A pesquisa por biossurfactantes
produzidos por micro-organismos € uma importante demanda por novos produtos de baixo
impacto para 0 meio ambiente, uma vez que atende aos anseios por uma postura de
responsabilidade em relacdo aos problemas ambientais causados pela polui¢cdo por meio de
acidentes com derramamento, e diferentes utilidades do petréleo na sociedade atual (LIMA,
2016).

Rizobactérias que colonizam as raizes e promovem o crescimento vegetal tém sido
associadas a biorremediacdo de solos (HUANG et al., 2005; ZHUANG et al., 2007). Esses
micro-organismos podem melhorar diretamente a extensdo ou qualidade do crescimento da
planta aumentando a ciclagem de nutrientes, tais como, a fixagdo bioldgica de nitrogénio
(AHMAD et al., 2008) e producao de hormonios, além de promover a supressao de patdgenos
(CUMMINGS, 2009).

Bactérias do Género Rhizobium possuem potencial uso como supridoras de nitrogénio
as plantas (SPRENT, 2001). Além da capacidade de fixar nitrogénio, algumas estirpes séo
capazes de solubilizar fosfatos pouco soltveis do solo, e disponibilizam o fosforo tanto para si
como paraa planta hospedeira, promovendo o crescimento das mesmas (HARA; OLIVEIRA,

2005). E os Paenibacillus possuem uma ampla distribuicdo, podendo ser isoladas das mais
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variadas fontes incluindo solo, agua, rizosfera de plantas, materiais vegetais, forragem e fezes.
Sabe-se que esse género possui espécies que promovem a interacdo entre fungos micorrizicos
arbusculares (FMA\) e as raizes de plantas (HILDEBRANDT et al., 2006).

Outros estudos apontam espécies desse mesmo género como bons produtores de
biossurfactantes, geralmente lipopeptideos com grandes propriedades tensoativas. Além
dessas caracteristicas apresentadas, essas bactérias ndo sdo patogénicas, podendo possuir
aplicabilidade para serem utilizadas na limpeza de areas contaminadas com compostos de
petréleo, uma vez que ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente e ao homem.

Diante disso, torna-se fundamental testar microrganismos com capacidade para
degradar ou que auxiliem na solubilizacdo do petroleo e seus derivados como forma de
minimizar os danos causados por derrames desse poluente. Portanto, esse trabalho teve como
objetivo testar a capacidade de isolados de rizobios e consércios obtidos através destes quanto
a eficiéncia em utilizar petroleo e seus derivados como fonte de carbono e em produzir
biossurfactantes, baseando-se na reducdo da tensdo superficial e aumento da atividade

emulsificante.
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3 METODOLOGIA

3.1 REATIVACAO DE MICRO-ORGANISMOS

Para inicio das atividades praticas desse projeto, foram utilizados 46 isolados de
rizobactérias (Tabela 1) que estdo depositados na Colecdo de Micro-organismos do
Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia - INPA, que em testes anteriores 13 (INPA R560, 564, 565, 566, 569,
571, 572, 573, 583, 598, 614, 634, 666 e 672) desses isolados, apresentaram capacidade de
utilizar o petréleo como fonte de carbono (BRITO, 2013). As rizobactérias foram reativadas
através de riscagem em placas de petri contendo meio YMA (Yeast Manitol Agar) como fonte
de carbono.

Tabela 1: Rizobactérias reativados e capazes de utilizar petréleo como fonte de carbono e
seus respectivos locais de coleta

Rizobio Local Planta

Rio Preto da Eva Rhynchosia phaseoloides
INPA R264, INPA R265, S 2°40'13" (Tento)
INPA R267, INPA R273, W 59°43'20,7"
INPA R300, INPA R302

INPA R270, INPA R341

INPA R274, INPA R278,
INPA R293

INPA R281, INPA R325

INPA R283, INPA R287,
INPA R307

INPA R313, INPA R314,
INPA R315, INPA R316,
INPA R317, INPA R318

INPA R332

INPA R401

Rio Preto da Eva
S 2°39'35,5"
W 59°43'25,5"

Rio Preto da Eva
S 2°44'15,9"
W 59°46'50,1"

Rio Preto da Eva
S 2°40'13"
W 59°43'20,7"

Rio Preto da Eva
S 2°40'13"

W 59°43'20,7"
Rio Preto da Eva
S 2°40'13"

W 59°43'20,7"

Rio Preto da Eva
S 2°44'10,1"
W 59°46'2,3"

Iranduba; Comunidade Jandira,

Vérzea

Mimosa pudica
(Dorme-dorme)

Inga edulis
(Inga)

Desmodium triflorum
(Amor-do-campo)

Oxalis acetosella
(Trevinho)

Indigofera sp.
(Timbo)

Tephrosia cinera
(Anil bravo)

Inga heterophylla
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Tabela 1: Rizobactérias reativados e capazes de utilizar petréleo como fonte de carbono e
seus respectivos locais de coleta

Rizbbio Local Planta
S 3°15'20,7"
W 60°15'15,5"
INPA R546, INPA R547, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria phaseoloides
INPA R548, INPA R549, S$3°12°26,9” (Feijdo Bravo)
INPA R552, INPA R555 W 60°12° 2,5
INPA R557 Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria phaseoloides
S$3°13° 41,97 (Feijdo Bravo)
W 60°13° 27,8
INPA R560, INPA R564, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria phaseoloides
INPA R565, INPA R566, S3°13° 41,97 (Feijéo Bravo)
INPA R569, INPA R571, W 60°13° 27,8
INPA R572, INPA R573,
INPA R583
Estrada para Jandira; Beira do Rio Inga edulis
INPA R598, INPA R614 Solimdes, Varzea (Inga)
S03°15°21,3”
W 060°15° 17,2”
Jandira; Propriedade Sao Jodo Vignia unguiculata
INPA R613 S03°15°20,3” (Feijéo Caupi)
W 060°15° 33,17
INPA R634 Jandira Vignia unguiculata
S03°15° 20,07 (Feijdo Caupi)

W 060°15° 33,17

INPA R666 INPA, campus V8 Swartzia polyphylla
S 03°05° 28,6~ (Arabd)
W 059°59° 36,7”
Viveiro de Urucu Cedrelinga catenaeformis
INPA R672 S04°53°15.1” (Cedrorana)

W 065° 13° 31.5”

3.2 COLETA DE NODULOS PARA OBTENCAO DE RIZOBACTERIAS

Logo apos a reativagdo dos micro-organismos foram realizadas coletas de nodulos
presentes nas raizes de plantas leguminosas, para a obtengédo de rizobactérias, conforme locais
descritos (Tabela 2). Apds a obtencdo dos nodulos, o trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos do INPA, Manaus, AM onde

foram isoladas as estirpes de rizobios usando a metodologia descrita por Vincent (1970) e
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Somasegaran e Hoben (1985). Os nodulos foram lavados com etanol (92% por 3 minutos),
seguindo uma desinfeccao superficial com hipoclorito de sédio (4 minutos) e dez lavagens
com agua estéril.

Em seguida os nédulos foram pressionados com uma pinca e feita as riscagens em
placas de Petri contendo meio YMA (yeast manitol agar) (VINCENT, 1970). Apo6s o
isolamento, as placas foram incubadas a 28°C até o crescimento de coldnias de bactérias e
entdo foram repicadas para novas placas contendo o mesmo meio e novamente incubadas até
0 novo crescimento bacteriano. Os isolados obtidos por Gltimo foram mantidos em tubos de
ensaio contendo o meio YMA (Tabela 2), inclinado, segundo descrito por Vincent (1970) e

Somasegaran; Hoben (1985), sendo esse mesmo procedimento utilizado para os isolados

adquiridos da colecdo do Laboratorio de Microbiologia de solo do INPA.

No total foram isolados 123 rizobactérias que foram utilizadas para a realizacdo dos

testes metodoldgicos propostos por esse trabalho.

Tabela 2: Rizobactérias adquiridas através do isolamento de nédulos de leguminosas e seus

respectivos locais de coleta

Rizébio

INPA R685, INPA R686, INPA
R692, INPA R695

INPA R689, INPA R720,

INPA R721, INPA R722,

INPA R723, INPA R727,
INPA R729

INPA R699, INPA R731, INPA
R733, INPA R734, INPA R735,
INPA R738,

INPA R739, INPA R740,
INPA R741, INPA R742,
INPA R743, INPA R746,
INPA R751, INPA R752,
INPA R754, INPA R757, INPA
R758, INPA R759, INPA R761,
INPA R762, INPA R763, INPA
R764, INPA R765, INPA R770,
INPA R774, INPA R779

INPA R701, INPA R702, INPA
R710, INPA R713,
INPA R715, INPA R717,
INPA R719

INPA R781, INPA R782, INPA

Local

Manacapuru; Estrada do Acajatuba
S 3°13'36,1"
W 60°34'20,5"

Manacapuru; Lago do Paru
S 3°1524,7"
W 60°32'3,4"

Manacapuru; Estrada do Acajatuba
S 3°13'36,1"
W 60°34'20,5"

Manacapuru; Ramal do Laranjal
S 3°1524,7"
W 60°31'0,5"

Balbina, Km 2

Planta

Desmodium ovalifolium
(Desmodio)

Inga edulis
(Inga)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)

Tephrosia cinera
(Anil bravo)

Desmodium triflorum
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Tabela 2: Rizobactérias adquiridas através do isolamento de nédulos de leguminosas e seus

respectivos locais de coleta

R783, INPA R784, INPA R785,
INPA R786, INPA R787

INPA R790, INPA R791,

INPA R792, INPA R793,

INPA R795, INPA R796,

INPA R798, INPA R799
INPA R800, INPA R801, INPA
R802, INPA R803, INPA R804,

INPA R805,
INPA R806, INPA R807
INPA R969, INPA R970,

INPA R971, INPA R972,
INPA R1077

INPA R974

INPA R976

INPA R977, INPA R979

INPA R980

INPA R986, INPA R988,
INPA R989, INPA R990,
INPA R991

INPA R994, INPA R995

INPA R997

INPA R998

INPA R1011, INPA R1015

INPA R1018, INPA R1020,
INPA R1022, INPA R1023, INPA

S 2°4'3,7"
W 60°0'7,7"

Balbina; Km 42 Sitio Marisa
S 2°3'5,2"
W 59°40'11,1"

Balbina; AM 240 Km 1
S 2°4'38,8"
W 60°0'21,4"

Itacoatiara; Novo Remanso; Ramal
do Macaco Cego
S03°11°7,5”

W 059°00° 0,17

Itacoatiara; Novo Remanso
S03°10° 43,27
W 059°00° 21,9”

Itacoatiara; Novo Remanso
S 03°38,8”
W 058°58° 31,9”

Itacoatiara; Novo Remanso
S 03°38,8”
W 058°58° 31,9”

Itacoatiara; Novo Remanso
S03°8°18,6”
W 058°58° 7,7

Itacoatiara; Novo Remanso
S03°7°37,5”
W 059°00° 42,5”

Itacoatiara; Novo Remanso
S03°7°37,5”
W 059°00° 42,57

Itacoatiara; Novo Remanso
S 3°6'22,5"
W 59°2'3,1"

Itacoatiara; Novo Remanso
S03°6°22,5”
W 059°2° 3,17

Presidente Figueiredo;
BR 174
$2°18°35,1”

W 60°2° 48,17

Presidente Figueiredo;
AM 240, Km 1

(Amor-do-campo)

Inga edulis
(Inga)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)

Inga cinnamomea
(Inga chinelo)

Inga edulis
(Inga)

Inga edulis
(Inga)

Inga edulis
(Inga)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)
Inga edulis

(Ingd)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)

Inga edulis
(Inga)

Inga pendula
(Inga)

Acacia dealbata
(Mimosa)

Inga edulis
(Inga)



Tabela 2: Rizobactérias adquiridas através do isolamento de nédulos de leguminosas e seus

respectivos locais de coleta

R1024

INPA R1037, INPA R1038,
INPA R1041, INPA R1042,
INPA R1043, INPA R1044,
INPA R1045, INPA R1046, INPA
R1072, INPA R1074, INPA
R1076

INPA R1047, INPA R1050,
INPA R1051, INPA R1052,
INPA R1054, INPA R1057,
INPA R1073, INPA R1075

INPA R1058, INPA R1059,
INPA R1067, INPA R1068,
INPA R1069, INPA R1071

INPA R1062, INPA R1063,
INPA R1065,

INPA R1064

INPA R1078

S$204°38,8”
W 60°0° 21,4

Iranduba; Estrada do Caldeirdo Km
1
S 3°12'3,1"
W 60°11'11"

Iranduba; Estrada do Caldeirdo Km
1
S 3°12'3,1"
W 60°11'11"

Manacapuru; Ramal do Laranjal
S 3°16'35,6"
W 60°30'6,9"

Manacapuru; Lago do Paru
S 3°15'24,7"
W 60°32'3,4"

Manacapuru; Lago do Paru
S 3°1524,7"
W 60°32'3,4"

Manacapuru; Estrada do Acajatuba
S 3°13'36,1"
W 60°34'20,5"

Indigofera sp.
(Timbo)

Mimosa pudica
(Dorme-dorme)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)

Inga edulis
(Inga)

Mimosa pudica
(Dorme-dorme)

Pueraria phaseoloides
(Feijéo Bravo)

3.3 COLORACAO DE GRAM

As culturas foram crescidas a 28°C, por sete dias, em placas de Petri com meio de
cultura YMA (VINCENT, 1970; SOMASEGARAN e HOBEN, 1985). O procedimento
consistiu em retirar uma pequena amostra da cultura, com alca de platina e deposita-la em
uma gota de agua em lamina de microscopia, onde esse material foi espalhado em
movimentos circulares em um sO sentido, obtendo-se assim um esfregaco de forma oval,
uniforme e fino. Apds, fixou-se o esfregaco passando a lamina na chama do bico de Bunsen.
Em seguida, a lamina foi tratada com o reagente Cristal Violeta, deixando agir por um minuto
e lavada com agua esterilizada de forma corrente dos dois lados. Cobriu-se com Lugol por um
minuto e novamente lavada conforme procedimento anterior. Foi descorada com alcool-
cetona, lavada e, adicionado sob a ldmina Fucsina por 30 segundos, €, novamente lavou-se em
agua corrente (DETONI; GILMARA, 2011).
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Por fim, ap0s estarem secas, as 1aminas foram visualizadas ao microscopio utilizando
a lente objetiva de 100 x sob 6leo de imersdo em microscépio Optico com aumento de 2.000
vezes. Culturas que apresentaram células de cor roxa foram assumidas como sendo Gram

positivas e aquelas de coloragdo résea como Gram negativas.

3.4 MORFOLOGIA DAS RIZOBACTERIAS

A caracterizacdo morfologica das rizobactérias foi realizada observando-se as
seguintes caracteristicas, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3: Descricao utilizada para caracterizar morfologicamente bactérias conforme Vincent
(1979) e et al. (1997)

Morfologia das Bactérias Caracteristica
Forma da Col6nia Circular/ Irregular
Borda Regular/ Irregular
Elevacéo Plana/ Elevada
Tranparéncia Sim/ Néo
Aparéncia da Col6nia Homogénea/ Heterogénea
Cor da colbnia Branca/ Amarela
Muco Pouco/ Moderado/ Abundante
Aparéncia do muco Homogéneo/ Heterogéneo

3.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS ESPECIES DE MICRO-ORGANISMOS

O DNA genomico foi extraido utilizando o kit de extracdo Purelink Invitrogen. Foi
amplificada a regido 16S rRNA seguindo o procedimento do Borneman e Triplett (1997)
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 530F (5° - TGA CTG ACT GAG TGC CAG
CMG CCGCGG-3") e 1492R (5° - TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM
YTT - 3°). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli ATCC
25922. O sistema de amplificagdo foi realizado em termociclador Biocycle, e o perfil térmico
do PCR foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 35 ciclos a 95°C/40s, °60C/40s e 72°C/2 e
finalmente um ciclo de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 0,8% para a verificagdo dos fragmentos. O produto do PCR foi
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purificado utilizando polietilenglicol 20% (NaCl 2,5M, PEG 20%) e quantificado em gel de
agarose 0,8%. A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Byosistems DNA sequence) e

a sequéncia obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED disponivel no

endereco (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Apds a obtencdo das sequencias
F(forward) e R (reverse) foi realizado alinhamento comparativo no banco de dados de
genomas bacterianos depositados no “GeneBank” utilizando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Searching Tool) (SHAEFFER et al. 2001) do ‘“National Center for
Biotecnology Information”(NCBI) e também foram comparadas com o banco de dados do
“Ribossomal Database Project”(RDP).

3.6 TESTE DE DEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO POR ISOLADOS DE

RIZOBACTERIAS.

Para a realizacdo desse teste foram utilizados derivados de petréleo (Oleo Diesel,
Gasolina, Querosene e Nafta) provenientes da Refinaria de Manaus — REMAN (S 3° 08’
26,99 ¢ W 59° 57°26,49”), localizada no municipio de Manaus/AM e Oleo lubrificante
para motor SAE 40. Foi avaliada a capacidade de degradacdo desses derivados e o
crescimento bacteriano dos 154 isolados, através do método de riscagem proposto por
Oliveira e Magalhdes (1999) modificado (BRITO, 2013), realizado em placas de Petri
contendo meio de cultura YMA, onde o manitol foi substituido por 0,1 mL de derivados
de petroleo como fonte de carbono. Como controle foi utilizado o meio YMA.. Esse teste
foi realizado em quadriplicata. As avaliagdes foram feitas a cada trés dias, no periodo de
15 dias, no qual as bactérias foram mantidas em laboratério a uma temperatura de 23 — 28
°C. De acordo com o desenvolvimento das col6nias nas quatro zonas da placa (Figura 4),
foram atribuidos valores para o crescimento para cada isolado variando de 1 (sem
crescimento visivel na placa) a 4 (maximo crescimento em todas as zonas), segundo
escala em faixa apresentada na Figura 5. Com base no crescimento em placas de Petri, 0s
isolados foram classificados como pouco, moderado ou elevado (Tabela 4). Para fins de
selecdo, foram escolhidos os isolados que apresentaram nota minima de 3,06 ao sexto dia
de teste. Os isolados selecionados foram utilizados em testes posteriores, onde foram
avaliados o potencial de degradacdo em meio liquido utilizando o indicador redox 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP).
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Fonte: Oliveira e Magalhaes (1999)
Figura 4: llustracdo do Método de riscagem para avaliagdo do crescimento de bactérias

1.0 1.25 1.5

Fonte: Oliveira e Magalhées (1999)
Figura 5: Valores para crescimento de bactérias

Tabela 4: Faixa de pontuacdo para avaliacdo do crescimento bacteriano utilizando o meio
YMA com manitol e YMA s/ manitol e com derivados do petroleo

Crescimento Pontuacéo
Pouco 1,00 - 2,00
Moderado 2,06 — 3,00
Elevado 3,06 — 4,00

Fonte: Oliveira e Magalhdes (1999)
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3.7 BIODEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO, UTILIZANDO A
TECNICA DO INDICADOR REDOX 2,6 DICLOROFENOL-INDOFENOL - DCPIP

A avaliacdo do potencial de degradacdo de derivados de petréleo em meio liquido
pelos isolados, foi realizada através da técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol
(DCPIP), segundo Hanson et al. (1993). O principio deste teste é que durante a oxidacéao
microbiana dos hidrocarbonetos, elétrons séo transferidos até aceptores (como oxigénio e
nitrato) e ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, é possivel
averiguar a capacidade dos micro-organismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato
pela observacdo da mudanca de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido)
(MARIANO et al., 2007).

3.8 PREPARO DE MICRO-ORGANISMOS PARA A REALIZACAO DO TESTE

Esse teste foi realizado através da transferéncia de 2 mL de suspensdo bacteriana
contida em placa de petri para erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio YM liquido,
onde ficou em mesa agitadora a 75 rpm a 30 °C por 48 horas e ap0s 0 crescimento, houve a

contagem de célula em cAmara de Neubauer para padronizacéo das bactérias a 10° UFC.mL™.

3.8.1 Montagem e avaliacdo do teste

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio previamente estéreis, contendo 7,5mL de
meio YM liquido (sem fonte de carbono), 400uL do DCPIC, 25uL de derivado de petréleo
(diesel, querosene gasolina e nafta), fornecido pela REMAN e oleo lubrificante e 100uL de
indculo padronizado a 10° UFC.mL™ de isolados de rizobios/mL, sendo determinado o
namero de células em Camara de Neubauer. O experimento foi realizado em triplicata, com
trés tratamentos controle: dois controles negativos, um contendo meio mineral YM, indicador
DCPIP e derivado de petroleo (6leo diesel, querosene gasolina, nafta éleo lubrificante) o
outro com meio YM e DCPIP. O controle positivo, continha meio mineral YM, indicador
DCPIP e in6culo de isolados de rizobios/mL. Os tubos de ensaio foram incubados a 30°C e a
cada 24 horas foi observado o desaparecimento da coloragéo azul do indicador DCPIP (forma
oxidada) para a incolor (forma reduzida) Mariano et al. (2007). A leitura positiva foi dada

com a atribuicdo de notas ap0s estes tempos, pela descoloracdo do DCPIP, onde:
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e Nota 1 — Coloracédo Total

e Nota 2 — Inicio da Descoloragéo

e Nota 3 — Descoloracéo Parcial

¢ Nota4 — Descoloracdo Quase Total

e Nota 5 — Descoloragéo Total.

Também foram retiradas a cada 24 horas, por um periodo de seis dias, para analise

quantitativa, aliquotas, onde foram determinadas o numero de células em Camara de
Neubauer. Com os isolados selecionados foram formados consorcios em meio liquido e

utilizados em outros testes.

3.9 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES PELOS ISOLADOS DE
RIZOBACTERIAS E CONSORCIOS FORMADOS ATRAVES DESTES

Em testes anteriores realizados com 169 isolados de rizobactérias, utilizando derivados
de petroleo como fontes de carbono em meios sélido e liquido foram selecionadas quatro
isolados que demonstraram capacidade de degradacdo em todos os derivados testados (nafta,

gasolina, 6leo diesel, oleo lubrificante e querosene).

3.10 FORMACAO DOS CONSORCIOS

Dos isolados bacterianos INPA R302, R332, R555 e R713, foram formados cinco
consorcios para os testes de producdo de biossurfactantes (Tabela 5). Para cada isolado e
consorcio formado foram utilizados 100 mL de meio mineral YM e meio mineral INPA
liquido, acrescido de 0,1 mL de petroleo de Urucu em erlenmeyers de 250 mL (BRITO,
2013). Foram utilizados como controles frascos contendo meio de cultura (YM ou INPA) e
petroleo. Os frascos foram incubados a 30° C em agitador rotatério a 65 rpm, por nove dias.
Foi medido o pH inicial e final de cada amostra para verificar se houve interferéncia neste

parametro quimico.

Tabela 5: Consorcios de microrganismos utilizados nos testes de producdo de
biossurfactantes.

Consorcio Microrganismos
C01 INPA R302, R332, R555 e R713
C02 INPA R302, R332 e R555
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Consércio Microrganismos
C03 INPA R302, R332 e R713
C04 INPA R302, R555 e R713
C05 INPA R332, R555 e R713

3.10.1 Auvaliacdo da atividade de emulsificacao

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas suspensfes dos consorcios de
rizobactérias nos meio mineral SYM (sais do meio YMA - VINCENT, 1970;
SOMASEGARAN; HOBEN, 1985) e INPA, acrescidos de petroleo. Para cada 3,5 mL da
suspensdo de bactérias, foram adicionados 3,5 mL de petréleo de urucu em tubos de ensaio
que foram agitados durante 2 minutos em vortex e deixados por 48 horas em repouso. Apds
esse tempo, foram efetuadas medidas da altura da camada de emulsdo (CE), 4gua em Oleo
(AO) e da Altura Total (AT) dos liquidos no tubo expressa em cm. O indice de emulsificagdo
foi obtido através da formula: 1E(%) = (CE/AT)*100, descrita por Cooper e Goldenberg
(1987). A atividade de emulsificacdo 6leo em agua foi medida pela densidade dptica em
espectrofotbmetro a 610 nm de absorbancia, medida em unidade (JOHNSON, 1992), figura 6.
A qualificacdo da atividade emulsificante foi realizada de acordo com a convengéo adotada
por (MATSUURA, 2004), tabela 6.
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Crescimento em meio Cultivo de bactérias em meio 3ml. de  suspensdo
liquido (YM sem agar) INPA + Petréleo durante nove bacteriana com 3,5ml.
dias com medigdo inicial ¢ de petroleo.
final do pII.

Leitura da Camada dgua

em o6leo com auxilio de &
paquimetro. Apbs 48h dc repouso,

obtengo do Indice de
Emulsificagdo

1 - Petroleo
(dgua em dleo)

2 - Camada

Leitura da Camada éleo emulsificada.

em agua com auxilio de

~ 3 - Meio + in6culo
espectrofotometro.

(6leo em agua)

Figura 6 - Esquema ilustrativo da atividade de emulsificagéo.

Tabela 6 - Convencdo adotada para qualificar a atividade emulsificante.

o - Altura da emulséo (tipo Densidade optica 610
Atividade emulsificante ) ; o ;
agua em 0leo) nm (tipo 6leo em agua)
Alta >2 cm >1,2U
Moderada delal9cm de0,7al,1U
Baixa «lcm de0,1a0,6 U

Fonte: Matsuura, 2004.

3.11 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO EM DIFERENTES MEIOS
NUTRICIONAIS

Foi coletado solo proveniente do Ramal do Brasileirinho, localizado no Km 12, da
AM 010 (S 3° 00* 43,9” ¢ W 59° 51 01,9”) no municipio de Manaus/AM. Logo apds, a
amostra foi levada para o laboratorio. No primeiro experimento, foram usadas 5g das
amostras de solo estéril em erlenmeyer de 125 mL, com 47,5 mL de agua destilada estéril
(testemunha), 47,5 mL de meio BH e 47,5 mL de meio INPA , com 0,5 mL de petréleo por
frasco como fonte de carbono em adicéo a ja presente matéria organica de cada solo e 0,1 mL
solugdo bacteriana (consorcios) padronizada 10° UFC/mL™ . Esse experimento foi repetido

utilizando-se solo ndo estéril, para verificar se a interacdo dos micro-organismos selecionados
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com a microbiota do solo pode alterar na degradagdo do petrdleo. Todas as amostras foram
submetidas a agitacao (125 rpm) a temperatura de 30°C £ 2 °C, realizando dilui¢des seriadas a
cada 7 dias (com inicio no dia da inoculacdo das amostras nos frascos), no prazo de 21 dias,
analisando o desenvolvimento microbiano sob as mesmas condi¢cBes com as amostras. E as
amostras enriquecidas com meio BH liquido, foram inoculadas (em triplicatas) em meio BH
solido e as enriquecidas com meio INPA liquido, foram inoculadas em meio INPA solido, e
adicdo de 0,1 mL de petrdleo na superficie do Agar por placa.

As amostras sem enriquecimentos — com adicdo apenas de agua destilada estéril —
foram inoculadas em meio INPA. Nas primeiras horas (dia 0) foram realizadas diluigdes em
série, retirando 1 mL da suspensdo de micro-organismos do solo, adicionando 9 mL de
solugdo salina de MgSO4 a 2% m/v (10%, 10%, 10% 10% 10° para verificar qual meio
apresentou maior namero de bactérias, pelo método de semeadura por espalhamento, onde foi
semeada 0,5 mL de suspenséo de solo diluida por toda a superficie do Agar, observando ap6s
7 dias qual meio apresentou maior quantidade de bactérias. Ao fim do experimento foram
retirados os sobrenadantes e determinados o teor de 6leo e graxa residual, onde foram

quantificados em qual dos tratamentos hauve maior persisténcia do xenobioético no meio.

3.12 ANALISE DE OLEO E GRAXA RESIDUAL
Foi realizada extragdo com n-hexano no aparelho Soxhlet e o residuo remanescente no
baldo de destilacdo foi pesado, determinando-se assim o conteddo de 6leos e graxas na

amostra.

3.12.1 Procedimentos analiticos

Apbs o periodo de bioestimulacdo, onde as amostras com solos contaminadas por
petroleo passaram 21 dias sob agitacdo com meio nutricional BH e INPA liquidos e sem
enriquecimento, foram retirados os sobrenadantes, submetidos a anélise de 6leos e graxas
remanescentes em cada amostra e adaptando o método descrito em APHA (1995). As
amostras foram acidificadas com HCI 1:1 até um pH <2. A analise procedera fazendo uma
marca no frasco de coleta, no menisco da agua, para posterior determinacdo do volume da
amostra. Foi colocado o papel de filtro no funil Buchner o mesmo foi umedecido
pressionando as bordas para uma completa vedacdo. Com a bomba de véicuo em

funcionamento, foram filtrados 100 mL da suspensdo de terra de infusorios. As amostras
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acidificadas foram filtradas, aplicando vacuo até ndo passar mais dgua. O papel de filtro foi
dobrado e introduzido no cartucho de extragdo de cada amostra. Quando necessério, foi
embebido um chumaco de algoddo com n-hexano para limpar a parede interna do frasco
armazenagem da amostra para retirar os residuos de 6leos e graxas aderidos no recipiente; e
esse chumaco foi colocado dentro do papel de filtro ou no cartucho de extragdo. O cartucho de
extracdo foi seco em estufa a 103°C por 30 minutos. Foi pesado baldo de destilacdo (seco a
103°C e guardado no dessecador), acrescentando-se 200 mL de n-hexano, conectando ao
aparelho de Soxhlet, com batéria de extracdo Sebelin — Marca Lucadema 145/6 — E —
Temperatura até 320° com o cartucho de extracdo previamente colocado em seu interior. Os
Oleos e graxas foram extraidos na razdo de 20 ciclos/h durante 4 horas. Esse tempo foi
medido a partir da primeira sifonacdo. Apds a destilacdo, os produtos foram direcionados para
um evaporador rotativo, da marca Lucadema, modelo 001, série 1258608, sendo necessaria a
tutilizacdo de uma bomba a vécuo, da marca Metroldgica e modelo 131 e 132 tipo 2VC para
finalizar o processo de eliminacdo do solvente. Apé6s a evaporacdo do solvente do baldo, o
mesmo foi levado a estufa a 103°C por 30 min., esfriado no dessecador por mais 30 min.
Apods este periodo o baldo foi pesado.

O célculo do rendimento foi feito utilizando a equacéo 1.

olep extraoido * 100 daleo

Oleo extraid = B
eo extraido (g) massa alimentada 100

Em que 6leo extraido é a quantidade de 6leo obtido apds a eliminacdo do solvente e

massa alimentada é a massa de matéria-prima utilizada na extracéo do 6leo essencial.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos seguiram delineamento completamente aleatorizado, com 3 repeticdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), pelo teste F. Quando
significativo, as comparagdes de médias foram realizadas pelo teste Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MORFOLOGIAS DAS RIZOBACTERIAS

Os 169 isolados de rizobactérias, 46 reativados e 123 isolados e purificados, foram
submetidos a andalise morfoldgica (Tabela 7). Os resultados mostram que: 28 coldnias
apresentaram forma circular e 131 irregular; 106 exibiram borda regular e 53 irregular;
elevacdo da colonia 104 planas e 55 elevadas; 13 isolados apresentaram transparéncia e 146
ndo; cerca de 148 colbnias sdo de cor branca e 11 amarelas; quanto & aparéncia, 57 colénias
sdo heterogéneas e 102 homogéneas. No que concerne a0 muco 46 exibiram pouca
guantidade, 40 moderada e 73 abundante; a aparéncia do muco 102 sdo homogéneas e 57
heterogéneas (Figura 7a).

De acordo com a coloracdo de Gram, com exce¢do do isolado INPA R302 que
apresentou coloracdo roxa (Gram-positiva), todas as demais rizobactérias apresentaram
coloracdo rosea, sendo portanto, Gram-negativas. O tipo morfologico de bactérias observadas

foi: bastonete, sendo possivel verificar arranjos de: diplobacilos e estreptobacilos (Figura 7b).

Figura 7: (a) col6nia de rizobio (estirpe INPA R293) em meio YMA, a esquerda, e (b)
bactéria Gram-negativa em forma de bastonete, a direita
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Tabela 7: Morfologia de estirpes de rizobactérias

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Col6nia Col6nia Colbnia Muco
INPA R264 Irregular irregular plana sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R265 Circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R267 Irregular irregular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R270 Irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R273 Irregular irregular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R274 Irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R278 Irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R281 Irregular irregular plana sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R283 Irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R287 Circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R293 Irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R300 Irregular irregular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R302 Circular irregular plana ndo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R307 Irregular regular elevada nédo Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R313 Irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R314 Irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R315 Circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R316 Irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R317 Irregular regular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R318 Irregular regular elevada sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R325 Irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R332 Irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R341 circular regular plana ndo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R401 irregular regular elevada sim Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R546 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R547 circular regular plana ndo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R548 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R549 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R552 irregular regular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R555 irregular regular plana nédo Amarela heterogénea moderado heterogénea
INPA R557 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R560 irregular irregular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R564 irregular irregular plana ndo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R565 irregular irregular elevada sim Branca homogénea abundante homogénea




Tabela 7: Morfologia de estirpes de rizobactérias

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Col6nia Col6nia Colbnia Muco
INPA R566 irregular regular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R569 circular irregular plana nédo Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R571 irregular regular elevada nédo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R572 irregular regular elevada nédo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R573 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R583 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R598 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R613 irregular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R614 irregular irregular plana nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R634 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R666 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R672 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R685 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R686 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R689 irregular regular elevada nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R692 irregular regular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R695 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R699 irregular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R701 irregular irregular plana nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R702 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R710 irregular regular elevada sim Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R713 irregular regular plana nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R715 irregular regular elevada sim Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R717 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R719 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R720 irregular regular elevada sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R721 irregular regular plana ndo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R722 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R723 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R727 irregular regular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R729 irregular regular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R731 irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R733 irregular regular elevada nédo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R734 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R735 irregular irregular plana ndo Branca heterogénea pouco heterogénea

57



Tabela 7: Morfologia de estirpes de rizobactérias

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Col6nia Col6nia Colbnia Muco
INPA R738 irregular regular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R739 irregular regular plana sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R740 irregular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R741 irregular regular elevada nédo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R742 irregular regular elevada sim Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R743 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R746 irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R751 irregular regular plana nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R752 irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R754 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R757 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R758 irregular regular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R759 irregular regular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R761 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R762 irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R763 irregular regular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R764 irregular irregular plana nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R765 irregular irregular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R770 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R774 irregular irregular plana sim Branca homogénea moderado homogénea
INPA R779 irregular regular plana nao Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R781 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R782 irregular regular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R783 irregular regular plana sim Branca homogénea abundante homogénea
INPA R784 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R785 irregular irregular plana ndo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R786 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R787 irregular regular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R790 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R791 irregular regular plana nao Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R792 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R793 irregular regular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R795 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R796 irregular regular elevada ndo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R798 circular regular plana ndo Branca homogénea pouco homogénea
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Tabela 7: Morfologia de estirpes de rizobactérias

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Col6nia Col6nia Colbnia Muco
INPA R799 irregular regular plana nédo Amarela homogénea pouco homogénea
INPA R800 circular irregular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R801 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R802 irregular regular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R803 circular regular plana nédo Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R804 irregular regular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R805 circular regular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R806 irregular regular plana nao Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R807 irregular irregular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R969 irregular irregular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R970 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R971 irregular irregular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R972 irregular regular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R974 irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R976 irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R977 irregular irregular plana nédo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R979 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R980 irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R986 irregular regular plana nao Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R988 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R989 irregular irregular elevada sim Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R990 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R991 irregular irregular plana ndo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R994 irregular irregular plana ndo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R995 irregular regular elevada ndo Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R997 irregular irregular plana ndo Branca homogénea pouco homogénea
INPA R998 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1011 circular regular plana ndo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1015 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1018 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1020 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1022 irregular irregular plana nédo Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1023 irregular regular elevada nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1024 irregular regular elevada ndo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1037 irregular irregular plana ndo Branca homogénea pouco homogénea
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Tabela 7: Morfologia de estirpes de rizobactérias

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Col6nia Col6nia Colbnia Muco
INPA R1038 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1041 circular regular plana nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1042 irregular irregular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1043 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1044 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R1045 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1046 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1047 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1048 irregular regular elevada nao Branca heterogénea abundante heterogénea
INPA R1051 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1052 irregular regular elevada nédo Branca heterogénea moderado heterogénea
INPA R1053 irregular regular elevada nédo Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1055 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1058 circular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1060 irregular irregular plana nédo Amarela heterogénea pouco heterogénea
INPA R1061 irregular regular elevada nédo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1062 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1063 irregular irregular plana nao Branca homogénea pouco homogénea
INPA R1064 irregular irregular plana nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1065 irregular regular elevada nao Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1067 irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1068 circular regular plana nao Branca homogénea moderado homogénea
INPA R1069 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1071 irregular regular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1077 irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1078 irregular irregular plana ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1079 Irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1080 Irregular regular elevada ndo Branca homogénea abundante homogénea
INPA R1081 Irregular irregular plana nao Branca heterogénea pouco heterogénea
INPA R1082 Irregular irregular plana nédo Branca homogénea abundante homogénea
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Esses dados corroboram com os resultados de Medeiros et al. (2009) que
obtiveram um total de 304 isolados de rizobio, por meio de nodulos de espécies de
Vignia unguiculata (Feijdo Caupi), em que cerca de 80% dos isolados formaram
colonias em até dois dias de crescimento. Estes autores também descreveram a
morfologia das colbnias e observaram maior variacdo entre os isolados para as
caracteristicas de quantidade e elasticidade do muco produzido, bem como para
tamanho, embora a maior parte tenha apresentado colonias de tamanho classificado
como puntiforme. Santos et al. (2007), ao isolarem um total de 433 de rizobios, de
nodulos de espécies de Arachis, Stylosanthes e Aeschynomene, também obtiveram
resultados satisfatérios quando observaram que 90% dos isolados cresceram em dois
dias. Em relagdo a morfologia, estes concluiram que existe elevada diversidade
morfologica da populacdo nativa de rizébio no semiarido do Rio Grande do Norte.
Florentino et al. (2014) analisaram a diversidade morfologica, fenotipica e simbidtica de
rizébios oriundos de nddulos radiculares da leguminosa Gliricidia sepium, e relataram
que, em seus testes, os isolados de rizébios apresentaram crescimento rapido, producéao
de exopolissacarideos variando de média a alta e a grande maioria produziu reagédo
acida no meio de cultura.

A avaliacdo das populacdes de rizobio e facilitada com a utilizagdo de plantas
iscas e isolamento dos nédulos formados. Além disso, as caracteristicas morfoldgicas de
rizobios fornecem informacdes importantes para a identificacdo e agrupamento de
estirpes. Assim, uma vez que se torna limitante trabalhar com todos os isolados obtidos
dos nddulos das leguminosas, avaliar o tempo de crescimento, reacdo de pH,
consisténcia do muco produzido, caracteristicas das colbnias formadas, séo
caracteristicas importantes no agrupamento destes isolados, (CHAGAS JUNIOR, 2007;
JARAMILLO ET AL., 2013). Brunetta et al. (2010) visando aumentar o crescimento e a
qualidade de mudas de P. taeda L., obtiveram 196 isolados de rizobactérias que
apresentaram grande varia¢do quanto a morfologia da coldnia, incluindo consisténcia,

elevacdo, cor, velocidade e forma de crescimento.

4.2 TESTE DE DEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO EM MEIO
SOLIDO

As tabelas 8, 9, 10, 11, 12 e 13, mostram o crescimento de estirpes de rizbios com as

fontes de carbono manitol (M), éleo diesel (OD), gasolina (G), nafta (N), querosene (Q) e



6leo lubrificante (OL), nos cinco periodos avaliados (3, 6, 9, 12 e 15 dias), testados com 0s

169 isolados, onde foram adquiridos os seguintes resultados:

Quando utilizado o meio YMA, contendo a fonte de carbono manitol, 103 isolados

atingiram nota 3,06 (crescimento elevado), ou acima desta com trés dias de incubagéo e

com seis dias, esse numero subiu para 118 e com 15 dias de incubacdo 161 (Figura 8).
Apenas os isolados INPA R287, 666, 977, 991, 997, 998, 1041 e 1045 n&o apresentaram

nota satisfatoria até o fim do periodo de 15 dias (Tabela 8).

Tabela 8: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o manitol
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R265 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R267 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R270 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R273 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R274 3,75 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R278 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R281 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R283 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R287 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R293 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R300 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R307 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R313 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R314 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R315 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R316 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R317 3,19 3,50 3,56 3,63 3,63
INPA R318 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R325 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R341 3,38 3,69 3,88 4,00 4,00
INPA R401 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 3,63 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R547 1,19 2,38 4,00 4,00 4,00
INPA R548 1,00 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R549 1,00 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 1,25 2,31 4,00 4,00 4,00
INPA R557 1,00 1,50 4,00 4,00 4,00
INPA R560 1,13 2,25 3,06 4,00 4,00
INPA R564 1,00 1,75 4,00 4,00 4,00
INPA R565 1,00 1,50 4,00 4,00 4,00
INPA R566 1,00 1,31 4,00 4,00 4,00
INPA R569 1,00 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R571 1,06 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R572 1,00 1,56 3,69 4,00 4,00
INPA R573 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R583 1,06 2,31 4,00 4,00 4,00
INPA R598 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R613 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R614 1,00 1,50 3,94 4,00 4,00
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Tabela 8: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o manitol
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R634 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 2,06 2,56 2,44 256 2,63
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R685 1,00 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R686 1,00 3,00 3,69 4,00 4,00
INPA R689 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R692 1,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R695 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R699 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R701 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R702 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R710 3,38 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R715 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R717 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R719 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R720 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R721 3,38 3,63 4,00 4,00 4,00
INPA R722 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R723 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R727 1,00 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R729 3,56 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R731 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R733 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R734 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R735 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R738 1,00 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R739 1,00 3,13 3,88 4,00 4,00
INPA R740 1,00 3,38 4,00 4,00 4,00
INPA R741 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R742 3,56 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R743 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R746 1,00 2,56 3,94 4,00 4,00
INPA R751 1,00 2,50 4,00 4,00 4,00
INPA R752 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R754 1,00 2,94 3,31 4,00 4,00
INPA R757 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R758 1,13 1,69 4,00 4,00 4,00
INPA R759 1,00 2,00 4,00 4,00 4,00
INPA R761 1,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R762 1,13 2,81 3,81 3,94 3,94
INPA R763 1,63 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R764 1,00 3,50 4,00 4,00 4,00
INPA R765 2,44 2,88 3,75 3,88 3,88
INPA R770 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R774 3,19 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R779 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R781 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R782 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R783 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R784 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R785 1,00 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R786 1,06 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R787 1,06 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R790 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R791 1,25 1,75 2,69 3,00 3,00
INPA R792 3,44 3,44 3,81 4,00 4,00
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Tabela 8: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o manitol
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R793 1,00 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R795 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R796 3,38 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R798 1,69 3,13 3,88 4,00 4,00
INPA R799 1,06 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R800 1,00 2,25 3,88 4,00 4,00
INPA R801 1,00 1,13 3,25 3,44 3,56
INPA R802 1,06 3,19 3,75 4,00 4,00
INPA R803 1,00 3,00 2,56 4,00 4,00
INPA R804 1,06 2,44 3,44 3,75 3,81
INPA R805 1,00 2,56 3,25 3,44 3,50
INPA R806 1,00 2,13 3,19 3,50 3,56
INPA R807 1,00 2,44 4,00 4,00 4,00
INPA R969 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R970 3,25 3,94 3,94 4,00 4,00
INPA R971 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R972 2,31 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R974 3,75 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R976 3,19 3,63 3,63 4,00 4,00
INPA R977 1,13 1,25 1,25 1,25 1,31
INPA R979 2,56 2,81 3,81 4,00 4,00
INPA R980 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R986 3,13 3,25 3,25 3,50 4,00
INPA R988 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R989 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R990 2,50 2,69 3,06 3,69 3,94
INPA R991 1,31 1,31 1,31 1,50 1,56
INPA R994 2,00 2,13 2,13 3,00 3,00
INPA R995 3,50 3,81 3,81 3,94 4,00
INPA R997 1,31 1,31 1,31 1,50 1,56
INPA R998 1,69 2,19 2,25 2,25 2,25
INPA R1011 3,75 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R1015 3,63 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R1018 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1020 3,69 3,69 3,75 4,00 4,00
INPA R1022 3,00 3,25 3,38 4,00 4,00
INPA R1023 3,31 3,38 3,75 4,00 4,00
INPA R1024 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1037 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1038 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1041 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
INPA R1042 1,75 2,75 3,13 4,00 4,00
INPA R1043 3,31 3,81 3,81 3,81 4,00
INPA R1044 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1045 1,31 1,31 1,31 1,50 1,56
INPA R1046 3,38 3,56 3,63 3,75 3,75
INPA R1047 3,81 3,81 3,88 3,88 4,00
INPA R1048 4,00 4,00 3,75 4,00 4,00
INPA R1051 1,13 1,69 2,13 3,19 4,00
INPA R1052 3,13 3,38 4,00 4,00 4,00
INPA R1053 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1055 3,06 3,19 3,44 3,50 4,00
INPA R1058 1,00 1,75 2,38 3,25 3,56
INPA R1060 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1061 1,00 2,13 3,19 3,44 3,50
INPA R1062 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1063 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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Tabela 8: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o manitol
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R1064 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1065 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1067 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1068 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1069 3,19 3,88 3,19 3,88 4,00
INPA R1071 3,00 3,00 3,50 3,50 3,50
INPA R1077 3,19 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R1078 2,81 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1079 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1080 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1081 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1082 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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Figura 8: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA com manitol como
fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubacao.

4.2.1 Fonte de carbono - Oleo Diesel

Quando utilizada a fonte de carbono oleo diesel, com trés dias de incubacdo, 116
isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), 28 isolados apresentaram
médio crescimento (nota 2,06 a 3,00) e 25 isolados apresentaram crescimento elevado (3,06
a 4,00). E apo6s seis dias de incubacdo 64 isolados apresentaram pouco crescimento, 76

crescimento moderado e 29 crescimento elevado (Figura 9).
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Notas de crescimento acima 3,06 a partir do sexto dia foi o critério de selecdo dos
melhores micro-organismos. Foram selecionados 29 micro-organismos — INPA R267, 281,
293, 302, 307, 315, 316, 318, 325, 332, 555, 689, 713, 720, 729, 733, 734, 741, 751, 770,
779, 781, 782, 783, 796, 1048, 1053, 1062 e 1063.

Com 15 dias de incubacdo, 15 isolados apresentaram pouco crescimento, 32
moderado e 122 elevado. Mostrando que a maioria desses micro-organismo necessitaram de
um tempo maior para se adaptar a fonte de carbono (Tabela 9).

Alguns micro-organismos j& apresentavam notas 3,06 ou acima desta com 24 horas
de incubacdo com a fonte de carbono oleo diesel (INPA R 672, INPA R710, INPA R734,
INPA R796) e com 3 dias atingiram nota 4.

Tabela 9: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo
diesel como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 2,64 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R265 2,31 2,56 4,00 4,00 4,00
INPA R267 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R270 1,94 2,44 4,00 4,00 4,00
INPA R273 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R274 2,50 3,00 3,00 3,00 3,00
INPA R278 2,63 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R281 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R283 2,00 2,25 2,63 3,00 3,00
INPA R287 1,19 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R293 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R300 2,75 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R302 3,88 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R307 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R313 1,50 2,44 4,00 4,00 4,00
INPA R314 3,00 3,00 3,25 3,25 3,25
INPA R315 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R316 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R317 1,75 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R318 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R325 3,56 3,63 4,00 4,00 4,00
INPA R332 3,88 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R341 2,56 2,56 2,63 2,75 2,88
INPA R401 2,31 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 1,06 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R547 1,00 2,63 3,25 3,69 4,00
INPA R548 1,00 2,38 3,06 3,81 4,00
INPA R549 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R552 1,00 2,13 3,50 3,88 4,00
INPA R555 1,06 3,81 3,94 4,00 4,00
INPA R557 1,00 1,50 1,75 2,13 3,75
INPA R560 1,63 2,63 2,63 3,00 3,00
INPA R564 1,06 2,31 2,69 3,56 3,81
INPA R565 1,00 3,00 3,69 4,00 4,00
INPA R566 1,00 2,94 3,06 3,50 3,69
INPA R569 1,13 2,25 2,31 2,63 2,69
INPA R571 1,00 3,00 3,69 3,88 3,94
INPA R572 1,00 2,38 4,00 4,00 4,00
INPA R573 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
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Tabela 9: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o dleo
diesel como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R583 1,00 1,75 2,25 2,50 2,75
INPA R598 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R613 1,63 2,63 4,00 4,00 4,00
INPA R614 1,00 2,69 2,81 3,63 3,88
INPA R634 1,00 2,50 3,63 3,81 3,94
INPA R666 1,00 2,19 2,19 2,25 2,25
INPA R672 1,00 2,38 4,00 4,00 4,00
INPA R685 1,38 1,56 1,69 1,69 1,94
INPA R686 1,13 2,44 4,00 4,00 4,00
INPA R689 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R692 1,25 1,94 4,00 4,00 4,00
INPA R695 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R699 1,00 1,19 1,19 1,25 1,31
INPA R701 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R702 1,00 1,13 1,06 1,13 1,13
INPA R710 3,00 3,00 3,50 4,00 4,00
INPA R713 2,81 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R715 1,00 2,13 3,50 4,00 4,00
INPA R717 2,00 2,50 4,00 4,00 4,00
INPA R719 2,75 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R720 3,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R721 1,00 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R722 1,88 3,00 3,94 4,00 4,00
INPA R723 2,13 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R727 2,50 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R729 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R731 1,00 1,63 1,75 2,25 2,19
INPA R733 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R734 3,50 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R735 2,19 2,94 3,94 4,00 4,00
INPA R738 1,00 1,75 4,00 4,00 4,00
INPA R739 1,00 2,13 3,25 4,00 4,00
INPA R740 1,06 1,13 4,00 4,00 4,00
INPA R741 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R742 2,50 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R743 2,44 2,88 3,81 4,00 4,00
INPA R746 1,00 1,00 3,00 3,56 3,56
INPA R751 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R752 2,38 2,81 4,00 4,00 4,00
INPA R754 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R757 1,00 1,75 3,00 3,69 3,81
INPA R758 1,00 2,25 3,00 4,00 4,00
INPA R759 1,00 2,69 4,00 4,00 4,00
INPA R761 1,00 2,44 2,50 2,50 2,50
INPA R762 2,19 3,00 3,81 4,00 4,00
INPA R763 2,19 2,25 2,25 2,25 2,50
INPA R764 1,25 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R765 2,44 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R770 3,06 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R774 1,56 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R779 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R781 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R782 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R783 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R784 1,44 2,44 4,00 4,00 4,00
INPA R785 1,25 2,56 4,00 4,00 4,00
INPA R786 1,06 2,31 4,00 4,00 4,00

67



Tabela 9: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o dleo
diesel como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R787 2,00 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R790 2,88 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R791 1,13 2,56 2,94 3,38 3,44
INPA R792 1,00 1,69 4,00 4,00 4,00
INPA R793 1,00 1,19 1,94 2,50 2,50
INPA R795 2,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R796 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R798 1,00 1,50 2,94 4,00 4,00
INPA R799 1,00 1,25 3,00 4,00 4,00
INPA R800 1,00 1,00 2,94 3,00 3,13
INPA R801 1,25 2,81 3,00 4,00 4,00
INPA R802 1,00 3,00 3,81 4,00 4,00
INPA R803 1,00 1,13 3,00 3,63 3,69
INPA R804 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R805 1,00 1,00 2,00 2,31 2,31
INPA R806 1,00 1,00 2,81 3,19 3,44
INPA R807 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R969 1,00 2,06 3,13 3,69 4,00
INPA R970 2,00 2,25 2,25 2,25 2,38
INPA R971 1,00 1,00 1,50 2,56 3,06
INPA R972 2,25 2,38 2,63 2,56 2,81
INPA R974 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R976 2,00 2,06 2,06 2,06 2,06
INPA R977 1,00 1,81 2,00 2,25 2,69
INPA R979 1,94 2,69 3,13 3,88 4,00
INPA R980 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R986 2,00 2,50 2,50 3,81 3,88
INPA R988 2,19 2,63 2,94 3,44 4,00
INPA R989 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R990 2,19 2,19 2,19 2,19 2,19
INPA R991 2,00 2,06 3,13 4,00 4,00
INPA R994 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R995 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R997 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R998 1,13 1,63 1,69 1,81 2,06
INPA R1011 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1015 1,00 1,69 1,75 1,88 2,25
INPA R1018 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1020 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1022 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1023 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1024 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R1037 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1038 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1041 1,00 1,88 2,06 2,25 2,44
INPA R1042 1,50 2,13 2,50 3,81 4,00
INPA R1043 2,00 2,00 2,00 3,25 3,38
INPA R1044 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1045 2,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1046 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1047 2,56 2,56 2,56 2,75 2,75
INPA R1048 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1051 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R1052 1,00 2,19 2,13 2,25 2,56
INPA R1053 2,38 3,56 3,81 4,13 4,00
INPA R1055 2,31 2,44 3,25 3,75 3,88
INPA R1058 2,00 2,50 2,50 2,50 2,50
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Tabela 9: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o dleo
diesel como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R1060 1,00 1,00 1,00 1,88 3,00
INPA R1061 1,00 1,75 2,75 3,44 3,63
INPA R1062 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1063 3,75 3,81 3,81 3,94 4,00
INPA R1064 1,00 2,19 3,56 3,81 3,81
INPA R1065 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R1067 1,00 1,00 3,44 4,00 4,00
INPA R1068 1,00 1,06 2,56 4,00 4,00
INPA R1069 1,00 1,00 3,06 3,25 3,38
INPA R1071 1,00 2,25 3,13 4,00 4,00
INPA R1077 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R1078 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1079 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1080 2,00 2,00 2,00 2,13 2,13
INPA R1081 1,00 1,25 3,00 3,50 3,50
INPA R1082 1,00 1,00 2,56 3,38 3,50
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Figura 9: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e
contendo 6leo diesel como fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubacéo.

4.2.2 Fonte de carbono — Gasolina

Ao se utilizar essa fonte de carbono, 117 isolados apresentaram pouco crescimento
apos trés dias de incubagdo, 35 médio crescimento e 17 crescimento elevado. E apds o sexto
dia incubacéo 77 isolados apresentaram pouco crescimento, 70 crescimento moderado e 22
crescimento elevado (Figura 10).

O mesmo critério de notas de crescimento acima de 3,06 apds o sexto dia, foi mantido

em todos os testes dos com os demais derivados de petrdleo. Foram selecionados 22 micro-
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organismos — INPA R 267, 281, 293, 302, 307, 315, 316, 325, 672, 689, 710, 733, 781, 791,
798, 970, 980, 986, 995, 1052, 1053, 1062.

Com 15 dias de incubacdo, 38 isolados apresentaram pouco crescimento, 28
moderado e 103 elevado. Mostrando que a maioria desses micro-organismo necessitaram de

um tempo maior para se adaptar a fonte de carbono (Tabela 10).

Tabela 10: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
gasolina como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 2,38 2,38 2,50 2,81 2,81
INPA R265 2,38 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R267 3,94 3,94 3,94 3,94 3,94
INPA R270 2,00 2,88 3,69 3,69 3,69
INPA R273 1,80 1,94 2,69 3,00 3,00
INPA R274 2,00 2,19 5,00 2,81 2,63
INPA R278 2,00 2,00 3,00 4,00 4,00
INPA R281 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R283 2,00 2,00 3,00 3,00 3,00
INPA R287 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R293 3,75 3,88 3,94 3,94 3,94
INPA R300 1,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R307 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R313 2,00 2,00 3,00 4,00 4,00
INPA R314 1,00 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R315 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R316 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R317 1,88 2,00 2,06 2,06 2,38
INPA R318 1,75 2,00 3,00 4,00 4,00
INPA R325 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 2,75 3,00 3,31 3,38 3,50
INPA R341 1,63 1,69 1,69 1,75 1,75
INPA R401 2,00 2,13 2,19 2,25 3,13
INPA R546 1,06 1,31 1,56 1,69 1,81
INPA R547 1,50 2,50 3,75 3,88 3,88
INPA R548 1,00 1,00 1,06 1,13 1,13
INPA R549 1,25 1,44 1,94 2,00 2,19
INPA R552 1,44 2,38 3,63 3,63 3,88
INPA R555 1,00 1,31 1,38 1,50 2,25
INPA R557 1,44 2,00 3,19 3,38 3,81
INPA R560 1,94 2,13 2,31 2,75 2,75
INPA R564 1,50 2,75 3,19 3,81 4,00
INPA R565 1,25 2,06 2,94 3,50 3,69
INPA R566 1,00 1,31 1,56 1,81 2,19
INPA R569 1,19 1,75 2,13 2,50 2,50
INPA R571 1,31 2,13 2,75 2,94 3,25
INPA R572 1,31 2,25 2,38 3,19 3,31
INPA R573 1,25 2,13 3,75 3,88 3,94
INPA R583 1,88 2,00 2,00 2,75 2,75
INPA R598 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R613 2,00 2,06 4,00 4,00 4,00
INPA R614 1,31 2,88 3,63 3,88 3,88
INPA R634 2,00 2,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 1,38 2,00 2,13 2,13 2,25
INPA R672 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R685 1,50 1,75 1,94 1,94 1,94
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Tabela 10: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
gasolina como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R686 1,00 2,88 3,00 3,19 3,25
INPA R689 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R692 1,00 1,00 2,31 3,19 3,56
INPA R695 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R699 3,00 3,00 3,00 4,00 4,00
INPA R701 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R702 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R710 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 2,75 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R715 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R717 2,75 2,75 3,50 4,00 4,00
INPA R719 2,31 2,81 3,81 4,00 4,00
INPA R720 2,00 2,50 3,75 4,00 4,00
INPA R721 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R722 1,25 2,00 2,75 3,50 3,50
INPA R723 2,38 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R727 1,00 1,19 2,38 2,50 4,00
INPA R729 2,63 3,00 3,94 3,94 3,94
INPA R731 1,00 2,00 2,13 2,13 2,13
INPA R733 3,00 3,25 4,00 4,00 4,00
INPA R734 2,31 2,94 3,00 4,00 4,00
INPA R735 1,06 1,25 3,25 3,44 3,69
INPA R738 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R739 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R740 1,00 1,88 1,88 2,88 3,00
INPA R741 1,00 1,13 1,56 2,38 3,13
INPA R742 2,13 3,00 3,19 3,63 3,63
INPA R743 1,94 2,88 3,19 3,31 3,38
INPA R746 1,00 1,13 1,13 1,63 1,63
INPA R751 1,00 1,13 1,13 1,63 1,63
INPA R752 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R754 1,50 2,81 3,00 4,00 4,00
INPA R757 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R758 1,00 2,00 3,00 3,75 3,75
INPA R759 1,00 2,00 3,00 3,75 4,00
INPA R761 1,00 2,00 2,69 3,00 3,00
INPA R762 1,00 1,13 1,50 1,75 1,75
INPA R763 1,75 2,25 2,50 2,50 2,50
INPA R764 2,75 2,75 3,50 4,00 4,00
INPA R765 2,55 3,00 3,00 3,00 3,00
INPA R770 2,56 3,00 3,00 3,00 3,00
INPA R774 2,69 3,00 3,00 3,13 3,88
INPA R779 2,00 2,06 2,50 2,81 3,13
INPA R781 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R782 2,63 2,63 3,13 4,00 4,00
INPA R783 2,31 2,81 3,00 4,00 4,00
INPA R784 2,25 2,63 3,00 4,00 4,00
INPA R785 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R786 2,31 2,81 4,00 4,00 4,00
INPA R787 1,00 1,00 1,94 2,13 2,25
INPA R790 1,00 2,81 4,00 4,00 4,00
INPA R791 3,00 3,25 4,00 4,00 4,00
INPA R792 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R793 1,81 2,25 2,25 2,31 2,56
INPA R795 1,00 1,00 1,00 1,13 1,13
INPA R796 1,13 1,88 3,06 3,25 3,44
INPA R798 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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Tabela 10: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
gasolina como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R799 1,00 1,75 2,13 3,00 3,00
INPA R800 1,00 1,75 2,13 3,00 3,00
INPA R801 1,00 1,00 3,56 3,63 3,63
INPA R802 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R803 1,00 1,25 1,25 1,69 1,69
INPA R804 1,00 2,00 2,63 2,88 3,00
INPA R805 1,25 2,94 3,13 3,13 3,25
INPA R806 1,00 1,31 1,31 1,81 1,81
INPA R807 1,00 1,81 2,63 3,63 3,75
INPA R969 2,50 2,69 3,31 3,56 3,88
INPA R970 3,31 3,81 3,94 3,94 4,00
INPA R971 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R972 1,25 1,44 1,50 1,63 1,75
INPA R974 3,00 3,00 3,75 3,81 3,88
INPA R976 1,00 1,38 2,75 3,31 3,50
INPA R977 1,13 1,75 2,25 2,50 2,69
INPA R979 2,00 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R980 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R986 3,63 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R988 2,00 2,25 2,56 3,13 3,63
INPA R989 1,81 2,56 2,88 3,75 3,88
INPA R990 2,00 2,19 2,81 3,75 3,88
INPA R991 2,25 2,63 3,31 3,31 3,38
INPA R994 1,00 1,00 2,06 2,13 2,31
INPA R995 1,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R997 2,50 2,75 3,81 3,94 3,94
INPA R998 1,00 1,00 1,19 1,19 1,31
INPA R1011 1,75 2,19 2,88 3,00 3,00
INPA R1015 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1018 1,31 1,50 1,50 1,50 1,50
INPA R1020 2,00 2,44 2,63 2,69 3,13
INPA R1022 2,13 2,88 3,75 3,75 3,88
INPA R1023 2,00 2,31 2,56 3,63 3,75
INPA R1024 3,00 3,00 3,25 4,00 4,00
INPA R1037 2,00 2,38 2,69 3,75 3,81
INPA R1038 2,00 2,06 2,56 4,00 4,00
INPA R1041 1,38 1,13 2,44 2,81 2,88
INPA R1042 1,50 2,56 2,63 3,00 3,19
INPA R1043 1,00 1,56 2,75 3,81 3,88
INPA R1044 1,63 2,44 3,63 4,00 4,00
INPA R1045 1,81 2,50 3,31 3,38 3,81
INPA R1046 1,69 2,00 2,88 3,25 3,38
INPA R1047 2,50 2,56 2,69 2,88 3,06
INPA R1048 1,25 2,00 3,13 3,63 3,81
INPA R1051 2,56 2,75 3,50 3,75 3,81
INPA R1052 2,25 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R1053 2,13 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1055 1,00 1,00 1,13 1,38 1,50
INPA R1058 2,69 2,75 3,19 3,75 3,94
INPA R1060 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1061 1,00 2,00 2,50 3,06 3,50
INPA R1062 3,19 3,19 3,19 3,31 3,50
INPA R1063 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1064 1,00 1,00 1,06 1,25 1,31
INPA R1065 1,19 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1067 1,00 2,31 2,56 2,56 2,88
INPA R1068 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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Tabela 10: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
gasolina como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R1069 1,00 1,00 1,06 1,56 1,75
INPA R1071 1,00 1,00 1,50 1,50 1,63
INPA R1077 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1078 1,75 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1079 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1080 1,00 1,00 1,31 1,81 2,00
INPA R1081 1,00 2,19 3,00 3,13 3,19
INPA R1082 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Figura 10: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e
contendo gasolina como fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubacéo

4.2.3 Fonte de carbono — Nafta

Ao se utilizar essa fonte de carbono, 110 isolados apresentaram pouco crescimento
apos trés dias de incubacdo, 44 médio crescimento e 15 crescimento elevado (Figura 11). E
apos o sexto dia incubacdo 69 isolados apresentaram pouco crescimento, 78 crescimento
moderado e 22 crescimento elevado. Foram selecionados 22 micro-organismos — INPA
R281, 293, 302, 307, 315, 316, 318, 325, 332, 689, 710, 713, 729, 734, 751, 770, 779, 781,
782, 783, 1051 e 1062.

Com 15 dias de incubacdo, 40 isolados apresentaram pouco crescimento, 22
moderado e 107 elevado. Mostrando que a maioria desses micro-organismo necessitaram de

um tempo maior para se adaptar a fonte de carbono (Tabela 11).
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Alguns micro-organismos ja apresentavam nota 4,00 com 24 horas de incubagdo com
a fonte de carbono nafta (INPA R281, INPA R293, INPA R302, INPA R307, INPA R689,
INPA R781, INPA R783).

Tabela 11: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o nafta
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R265 1,00 1,75 1,50 2,00 2,25
INPA R267 1,00 1,06 1,50 2,31 3,00
INPA R270 1,31 3,00 3,81 4,00 4,00
INPA R273 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R274 1,75 1,75 2,13 2,19 2,19
INPA R278 2,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R281 3,50 3,88 3,88 3,88 3,88
INPA R283 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R287 1,00 1,88 2,50 2,50 2,63
INPA R293 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R300 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R307 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R313 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R314 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R315 1,75 3,56 3,94 3,94 4,00
INPA R316 3,56 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R317 1,19 1,75 2,13 2,25 2,63
INPA R318 3,38 3,69 3,81 3,88 3,88
INPA R325 3,25 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 3,56 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R341 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R401 2,31 2,31 2,50 2,81 2,88
INPA R546 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R547 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R548 1,00 2,44 3,06 3,13 3,50
INPA R549 1,00 2,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 2,00 2,19 2,44 2,75 2,88
INPA R555 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R557 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R560 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R564 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R565 1,31 1,31 1,38 1,44 1,88
INPA R566 2,00 2,13 2,50 3,06 3,19
INPA R569 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R571 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R572 2,75 2,81 3,50 3,69 3,75
INPA R573 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R583 1,31 1,31 1,38 1,44 1,88
INPA R598 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R613 1,94 2,38 3,88 3,88 4,00
INPA R614 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R634 1,00 3,00 3,69 3,88 3,94
INPA R666 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R672 2,50 2,94 3,50 3,94 3,94
INPA R685 1,00 2,25 3,75 3,81 3,81
INPA R686 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R689 3,63 3,75 3,88 3,88 3,88
INPA R692 1,00 2,31 3,56 3,81 3,88
INPA R695 1,31 1,31 1,38 1,44 1,88
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Tabela 11: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o nafta
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R699 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R701 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R702 1,00 2,13 3,88 4,00 4,00
INPA R710 2,25 3,06 3,81 3,81 3,88
INPA R713 1,88 3,19 3,53 3,81 3,88
INPA R715 2,81 2,88 2,94 3,38 3,56
INPA R717 1,38 2,00 4,00 4,00 4,00
INPA R719 2,00 2,00 2,13 2,38 2,88
INPA R720 2,25 2,88 2,94 2,88 3,25
INPA R721 2,50 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R722 2,50 2,63 2,75 4,00 4,00
INPA R723 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R727 1,00 2,75 3,75 3,81 3,88
INPA R729 1,13 3,25 3,38 3,50 3,50
INPA R731 1,00 2,00 3,31 3,81 3,81
INPA R733 2,44 2,81 3,06 3,19 3,25
INPA R734 3,50 3,50 3,94 3,94 4,00
INPA R735 1,81 2,56 4,00 4,00 4,00
INPA R738 1,00 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R739 1,00 1,06 1,44 3,06 3,19
INPA R740 1,00 2,75 3,06 3,25 3,38
INPA R741 1,06 2,88 3,13 3,19 3,25
INPA R742 1,25 2,81 3,06 3,13 3,13
INPA R743 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R746 2,00 2,13 2,19 2,75 2,88
INPA R751 3,75 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R752 2,50 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R754 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R757 2,00 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R758 1,00 2,94 3,50 3,63 3,75
INPA R759 1,00 3,00 3,69 3,69 3,75
INPA R761 1,00 2,56 4,00 4,00 4,00
INPA R762 1,00 1,63 2,75 2,81 3,13
INPA R763 1,13 2,38 2,38 2,81 3,00
INPA R764 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R765 1,50 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R770 2,19 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R774 2,00 2,38 2,69 2,75 2,94
INPA R779 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R781 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R782 2,38 3,19 3,94 4,00 4,00
INPA R783 2,88 3,31 3,81 3,88 3,94
INPA R784 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R785 1,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R786 1,00 1,50 2,88 3,44 3,63
INPA R787 1,00 1,44 3,06 3,50 3,63
INPA R790 1,38 2,63 4,00 4,00 4,00
INPA R791 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R792 2,31 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R793 1,00 2,25 2,88 3,13 3,50
INPA R795 2,56 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R796 1,38 2,44 2,56 2,75 3,00
INPA R798 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R799 2,38 2,63 2,81 3,13 3,19
INPA R800 1,06 1,75 3,13 3,31 3,38
INPA R801 2,75 3,00 3,06 3,06 3,19
INPA R802 2,25 2,13 2,56 2,88 2,94
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Tabela 11: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o nafta
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R803 1,00 3,00 3,75 4,00 4,00
INPA R804 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R805 3,00 3,00 3,56 3,63 3,69
INPA R806 2,63 2,63 2,81 3,19 3,25
INPA R807 1,00 2,31 3,19 3,25 3,31
INPA R969 2,94 2,94 3,25 3,31 3,38
INPA R970 2,31 2,63 3,13 3,63 3,69
INPA R971 1,50 2,50 3,44 3,56 3,81
INPA R972 2,69 2,75 2,88 3,06 3,06
INPA R974 1,00 2,25 2,56 3,19 3,25
INPA R976 3,00 3,00 3,31 3,38 3,50
INPA R977 1,25 1,38 1,75 1,88 2,06
INPA R979 2,94 3,00 3,50 3,81 3,88
INPA R980 1,94 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R986 2,00 2,00 3,00 4,00 4,00
INPA R988 2,88 2,88 3,63 3,63 3,69
INPA R989 2,44 2,63 2,75 3,31 3,44
INPA R990 1,00 1,25 1,75 2,13 2,44
INPA R991 2,00 2,88 3,31 3,75 3,94
INPA R994 1,00 1,56 2,94 3,13 3,19
INPA R995 1,63 2,63 3,69 3,75 3,88
INPA R997 2,88 2,94 3,13 3,50 3,56
INPA R998 1,13 1,25 1,50 1,50 1,63
INPA R1011 1,50 2,19 2,75 2,75 2,88
INPA R1015 1,75 1,94 2,31 2,44 3,00
INPA R1018 2,63 2,88 3,06 3,06 3,44
INPA R1020 1,00 1,38 3,25 3,31 3,44
INPA R1022 2,25 2,31 3,56 3,75 3,88
INPA R1023 2,13 3,00 3,00 3,38 3,50
INPA R1024 2,56 2,75 2,94 2,94 3,06
INPA R1037 2,50 2,56 2,63 2,75 2,75
INPA R1038 1,25 1,75 3,50 3,69 3,75
INPA R1041 2,31 2,31 2,38 2,38 2,38
INPA R1042 2,94 3,00 3,31 3,38 3,56
INPA R1043 2,81 2,94 3,31 3,63 3,81
INPA R1044 2,31 2,38 3,94 3,94 4,00
INPA R1045 2,13 2,13 2,13 2,31 2,31
INPA R1046 2,19 2,19 2,19 2,38 2,44
INPA R1047 1,63 1,94 2,31 2,38 2,69
INPA R1048 2,69 2,88 3,56 3,69 3,75
INPA R1051 3,88 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R1052 2,75 2,88 3,50 3,56 3,81
INPA R1053 3,00 3,00 3,75 3,94 4,00
INPA R1055 2,88 2,94 3,06 3,19 3,25
INPA R1058 1,25 1,75 3,50 3,94 4,00
INPA R1060 1,88 1,94 2,13 2,19 2,38
INPA R1061 1,00 1,88 3,69 3,88 4,00
INPA R1062 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1063 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1064 1,00 1,56 1,81 2,81 3,38
INPA R1065 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1067 1,00 2,50 2,94 3,06 3,13
INPA R1068 1,00 2,94 3,19 3,38 3,44
INPA R1069 1,00 1,19 1,25 2,38 2,94
INPA R1071 1,00 1,50 1,56 2,63 2,88
INPA R1077 1,25 2,00 2,69 3,63 4,00
INPA R1078 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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Tabela 11: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o nafta
como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R1079 1,19 1,19 1,31 1,38 1,88
INPA R1080 1,75 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1081 1,44 1,44 1,56 1,63 1,88
INPA R1082 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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Figura 11: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e
contendo nafta como fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubacéo

4.2.4 Fonte de carbono — Querosene

Ao se utilizar essa fonte de carbono, 108 isolados apresentaram pouco crescimento
apos trés dias de incubagdo, 26 médio crescimento e 35 crescimento elevado (Figura 12). E
apos o sexto dia incubacdo 84 isolados apresentaram pouco crescimento, 45 crescimento
moderado e 40 crescimento elevado. Foram selecionados 40 micro-organismos — INPA R
267, 281, 302, 307, 316, 318, 325, 332, 555, 672, 710, 713, 733, 734, 741, 751, 770, 781,
782, 783, 784, 803, 969, 970, 972, 974, 976, 980, 986, 989, 995, 997, 1037, 1043, 1044,
1048, 1052, 1053, 1077 e 1081.

Com 15 dias de incubagdo, 62 isolados apresentaram pouco crescimento, 13
moderado e 94 elevado. Mostrando que a maioria desses micro-organismo necessitaram de
um tempo maior para se adaptar a fonte de carbono (Tabela 12).

O isolado INPA R672 atingiu nota 4,00 com 24 horas de incubacdo e alterou a cor do

meio de cultura para roxo.

77



Tabela 12: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
guerosene como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R265 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R267 1,00 3,19 4,00 4,00 4,00
INPA R270 1,25 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R273 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R274 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R278 3,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R281 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R283 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R287 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R293 2,25 2,50 2,50 2,56 2,75
INPA R300 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R307 3,63 3,75 3,88 4,00 4,00
INPA R313 1,90 2,56 4,00 4,00 4,00
INPA R314 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R315 2,63 3,00 3,94 4,00 4,00
INPA R316 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R317 1,00 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R318 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R325 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 3,81 3,81 3,88 4,00 4,00
INPA R341 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R401 1,00 2,00 2,13 3,81 3,88
INPA R546 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R547 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R548 1,00 1,00 1,00 1,00 1,06
INPA R549 1,00 1,06 1,75 2,06 2,06
INPA R552 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R555 3,00 3,25 3,25 3,31 3,38
INPA R557 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R560 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R564 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R565 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R566 1,00 1,63 1,75 2,56 2,56
INPA R569 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R571 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R572 1,63 2,94 3,81 3,81 3,88
INPA R573 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R583 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R598 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R613 3,63 2,75 3,69 3,75 3,81
INPA R614 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R634 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R666 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R685 1,63 1,63 1,75 3,56 3,69
INPA R686 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R689 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R692 1,00 2,13 3,25 3,25 3,50
INPA R695 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R699 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R701 1,00 1,06 1,50 1,50 1,50
INPA R702 2,38 2,50 2,63 2,69 2,94
INPA R710 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 3,44 3,75 4,00 4,00 4,00
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Tabela 12: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
guerosene como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R715 1,75 2,50 4,00 4,00 4,00
INPA R717 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R719 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R720 1,00 1,06 1,50 1,75 1,75
INPA R721 1,00 1,94 3,31 3,38 3,63
INPA R722 2,75 2,94 4,00 4,00 4,00
INPA R723 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R727 1,31 2,25 2,63 2,81 2,94
INPA R729 1,00 1,94 2,00 2,88 2,88
INPA R731 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R733 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R734 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R735 2,13 2,69 3,38 3,75 3,75
INPA R738 1,00 3,00 3,31 3,38 3,50
INPA R739 1,00 1,13 2,44 3,38 3,81
INPA R740 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R741 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R742 2,44 2,56 3,06 3,19 3,67
INPA R743 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R746 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R751 3,44 3,63 3,63 3,63 3,75
INPA R752 2,94 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R754 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R757 2,00 2,13 4,00 4,00 4,00
INPA R758 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R759 1,00 1,00 2,63 3,00 3,13
INPA R761 1,25 1,50 1,63 1,88 2,06
INPA R762 1,00 1,00 2,25 2,25 2,38
INPA R763 2,13 2,88 3,44 4,00 4,00
INPA R764 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R765 1,94 2,38 4,00 4,00 4,00
INPA R770 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R774 1,00 1,88 2,06 3,19 3,56
INPA R779 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R781 2,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R782 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R783 3,63 3,75 3,94 4,00 4,00
INPA R784 3,81 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R785 1,00 1,44 2,19 2,38 2,63
INPA R786 1,00 1,13 3,44 3,88 3,94
INPA R787 1,00 2,00 3,63 3,81 3,88
INPA R790 3,00 3,00 3,88 4,00 4,00
INPA R791 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R792 3,00 3,00 3,44 3,63 3,75
INPA R793 3,00 3,00 3,06 3,13 3,19
INPA R795 2,50 2,63 4,00 4,00 4,00
INPA R796 1,06 1,75 2,50 2,88 2,94
INPA R798 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R799 1,00 1,94 2,44 3,19 3,31
INPA R800 1,88 3,00 3,31 3,38 3,50
INPA R801 2,00 2,50 3,81 3,81 3,88
INPA R802 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R803 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R804 2,00 2,31 2,56 2,88 3,00
INPA R805 1,06 1,94 2,50 3,25 3,25
INPA R806 1,56 2,38 3,06 3,81 4,00
INPA R807 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

79



Tabela 12: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o
guerosene como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R969 3,81 3,81 3,81 4,00 4,00
INPA R970 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R971 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R972 2,06 3,13 3,44 3,63 3,63
INPA R974 3,81 3,81 3,88 4,00 4,00
INPA R976 3,44 3,63 3,75 3,88 3,88
INPA R977 1,00 1,19 1,19 1,25 1,25
INPA R979 2,38 2,88 3,88 3,88 4,00
INPA R980 3,56 3,63 3,63 3,63 3,63
INPA R986 3,75 3,75 3,81 4,00 4,00
INPA R988 1,25 1,88 2,94 3,69 4,00
INPA R989 3,06 3,25 3,31 3,31 3,31
INPA R990 2,00 2,50 3,06 3,88 4,00
INPA R991 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R994 1,94 2,06 2,50 3,00 3,00
INPA R995 3,56 3,63 3,75 3,75 3,94
INPA R997 3,38 3,44 3,44 3,50 3,50
INPA R998 1,00 1,00 1,06 1,06 1,31
INPA R1011 2,00 2,56 2,63 2,75 3,25
INPA R1015 1,94 2,31 2,50 3,19 3,25
INPA R1018 2,56 2,94 3,13 3,13 3,13
INPA R1020 2,31 2,56 2,69 2,75 3,00
INPA R1022 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1023 2,50 3,00 3,25 3,75 3,75
INPA R1024 3,00 3,00 3,69 3,69 3,69
INPA R1037 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1038 2,94 3,00 3,44 3,44 3,50
INPA R1041 1,00 1,00 1,00 1,06 1,06
INPA R1042 1,38 2,13 3,13 3,88 4,00
INPA R1043 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1044 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1045 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R1046 1,50 1,56 1,63 1,63 1,75
INPA R1047 1,50 1,94 2,81 3,31 3,75
INPA R1048 3,38 3,63 3,63 3,69 3,75
INPA R1051 2,56 2,63 3,69 3,94 3,94
INPA R1052 2,63 3,06 3,19 3,19 3,19
INPA R1053 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1055 2,75 2,88 2,88 3,13 3,13
INPA R1058 1,00 1,06 1,50 1,75 2,00
INPA R1060 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1061 1,00 1,56 2,88 3,31 3,38
INPA R1062 2,00 2,88 3,69 3,69 4,00
INPA R1063 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1064 1,00 2,75 3,69 3,88 3,88
INPA R1065 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1067 1,13 2,00 3,63 3,81 4,00
INPA R1068 1,06 1,75 3,44 4,00 4,00
INPA R1069 1,00 2,19 2,81 3,56 3,69
INPA R1071 1,00 2,94 3,94 4,00 4,00
INPA R1077 3,88 3,88 3,88 3,88 3,88
INPA R1078 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1079 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R1080 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1081 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1082 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Figura 12: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e
contendo querosene como fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubacéo

425 Fonte de carbono — Oleo Lubrificante

Quando utilizada essa fonte de carbono, com trés dias de incubagdo, 116 isolados
apresentaram pouco crescimento, 31 isolados crescimento moderado e 22 apresentaram
crescimento elevado (Figura 13 e 14). E ap6s seis dias de incubacdo 84 isolados
apresentaram pouco crescimento, 58 médio crescimento e 27 crescimento elevado. Foram
selecionados 27 micro-organismos — INPA R 281, 307, 315, 316, 318, 332, 699, 710, 713,
729, 734, 741, 770, 781, 782, 783, 784, 969, 970, 974, 980, 989, 995, 997, 1043, 1044 e
1063.

Com 15 dias de incubacdo, 62 isolados apresentaram pouco crescimento, 13
moderado e 94 elevado. Mostrando que a maioria desses micro-organismo necessitaram de

um tempo maior para se adaptar a fonte de carbono (Tabela 13).

Tabela 13: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo
lubrificante como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R264 1,00 1,00 1,00 1,50 1,50
INPA R265 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R267 1,94 2,50 3,00 2,88 3,19
INPA R270 1,06 1,13 1,31 1,31 1,31
INPA R273 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R274 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R278 1,19 1,19 1,19 1,19 1,25
INPA R281 3,38 3,44 3,56 3,63 3,63
INPA R283 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R287 1,00 1,00 1,00 1,06 1,06
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Tabela 13: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo
lubrificante como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R293 1,00 1,00 1,06 1,06 1,06
INPA R300 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R302 1,13 1,25 1,44 1,44 1,44
INPA R307 2,94 3,19 3,19 3,25 3,38
INPA R313 1,13 2,88 3,94 3,94 3,94
INPA R314 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R315 3,25 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R316 3,75 3,88 3,94 3,94 4,00
INPA R317 1,00 1,63 3,81 3,88 3,88
INPA R318 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R325 2,06 3,00 3,38 3,38 3,94
INPA R332 3,19 3,25 3,38 3,56 3,69
INPA R341 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R401 1,00 1,25 1,25 1,75 2,00
INPA R546 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R547 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R548 1,75 2,06 2,31 2,50 2,63
INPA R549 1,00 2,44 3,56 3,56 3,56
INPA R552 1,06 1,31 1,50 1,81 1,81
INPA R555 1,06 1,63 2,56 2,88 2,88
INPA R557 1,63 2,50 3,06 3,19 3,25
INPA R560 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R564 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R565 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R566 1,94 2,06 2,31 2,50 2,63
INPA R569 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R571 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R572 2,31 2,56 2,50 2,94 3,00
INPA R573 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R583 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R598 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R613 2,94 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R614 1,00 1,75 2,06 3,44 3,75
INPA R634 1,00 2,88 3,69 3,75 3,81
INPA R666 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R672 2,88 3,00 3,13 3,13 3,25
INPA R685 1,38 1,75 1,94 1,94 2,06
INPA R686 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R689 1,38 2,44 3,19 3,19 3,19
INPA R692 1,00 1,75 2,94 3,31 3,44
INPA R695 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R699 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R701 1,00 1,00 1,00 1,75 2,00
INPA R702 2,50 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R710 2,00 3,63 3,88 3,88 3,88
INPA R713 3,56 3,75 3,81 3,88 3,88
INPA R715 1,00 1,00 1,25 1,25 1,38
INPA R717 3,00 3,00 3,69 3,56 3,75
INPA R719 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R720 1,31 2,56 3,00 3,31 3,38
INPA R721 2,31 2,88 3,50 3,56 3,69
INPA R722 1,25 3,00 3,88 3,88 3,94
INPA R723 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R727 1,00 1,13 2,00 2,75 2,94
INPA R729 2,75 3,25 3,56 3,56 3,69
INPA R731 1,00 1,31 1,81 2,13 2,94
INPA R733 1,63 2,81 3,19 3,19 3,44
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Tabela 13: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo
lubrificante como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R734 3,19 3,63 4,00 4,00 4,00
INPA R735 2,81 2,94 3,44 3,75 3,88
INPA R738 1,00 2,81 3,63 3,63 3,63
INPA R739 1,00 1,63 3,06 3,19 3,19
INPA R740 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R741 3,19 3,50 3,63 3,75 3,81
INPA R742 1,88 2,31 2,63 2,69 2,75
INPA R743 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R746 1,19 1,44 1,63 2,81 3,13
INPA R751 1,00 1,00 1,13 1,13 1,13
INPA R752 1,88 3,00 3,63 3,63 3,63
INPA R754 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R757 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R758 1,44 2,69 3,94 3,94 4,00
INPA R759 1,00 2,63 3,69 3,75 3,75
INPA R761 2,19 2,25 3,88 3,88 3,88
INPA R762 1,00 2,13 3,00 3,31 3,38
INPA R763 1,00 2,13 3,31 3,50 3,50
INPA R764 1,75 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R765 1,88 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R770 3,06 3,25 3,38 3,50 3,63
INPA R774 1,50 1,56 1,69 2,06 2,19
INPA R779 2,81 2,69 3,50 3,69 3,75
INPA R781 3,50 3,81 3,88 3,88 3,88
INPA R782 2,94 3,19 3,44 3,44 3,50
INPA R783 3,63 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R784 3,06 3,19 3,63 3,63 3,63
INPA R785 1,50 1,69 3,75 3,88 4,00
INPA R786 1,50 3,00 3,50 3,75 3,75
INPA R787 1,13 3,00 3,94 4,00 4,00
INPA R790 2,19 3,00 3,94 4,00 4,00
INPA R791 1,63 1,69 1,94 2,13 2,19
INPA R792 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R793 1,38 2,38 3,75 3,75 3,75
INPA R795 1,38 1,44 1,88 1,88 1,88
INPA R796 1,00 1,19 1,38 1,75 1,81
INPA R798 1,00 1,00 1,00 1,50 1,56
INPA R799 1,75 2,13 2,25 3,00 3,13
INPA R800 1,25 1,63 2,25 2,56 2,75
INPA R801 1,44 1,94 2,25 2,69 3,13
INPA R802 1,00 2,13 2,56 3,50 3,63
INPA R803 1,00 1,63 2,06 2,38 2,44
INPA R804 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R805 1,63 1,63 2,13 2,25 2,31
INPA R806 1,13 1,44 1,56 2,25 2,63
INPA R807 1,00 1,25 1,81 2,25 2,50
INPA R969 3,69 3,81 3,88 3,88 3,94
INPA R970 3,88 3,94 3,94 3,94 3,94
INPA R971 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R972 1,25 1,75 1,94 2,06 2,13
INPA R974 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R976 2,63 2,94 2,69 2,94 3,19
INPA R977 1,25 1,31 1,44 1,50 1,63
INPA R979 2,06 2,63 3,56 3,94 3,94
INPA R980 3,75 3,81 3,88 3,94 3,94
INPA R986 2,38 2,44 3,31 3,56 3,63
INPA R988 2,94 3,00 3,56 3,75 3,75
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Tabela 13: Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo
lubrificante como fonte de carbono

Isolados 3° Dia 6° Dia 9° Dia 12° Dia 15° Dia
INPA R989 3,00 3,50 3,56 3,63 3,88
INPA R990 1,75 2,31 2,75 3,81 3,94
INPA R991 2,25 2,81 3,00 3,00 3,06
INPA R994 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R995 3,19 3,50 3,69 3,75 3,88
INPA R997 3,38 3,50 3,69 3,75 3,81
INPA R998 1,00 1,00 1,00 1,06 1,75
INPA R1011 2,06 2,50 2,75 3,38 3,56
INPA R1015 1,75 2,25 2,31 3,06 3,31
INPA R1018 2,50 2,75 2,81 3,94 4,00
INPA R1020 1,00 1,56 1,81 2,06 2,13
INPA R1022 2,38 3,00 3,31 3,81 3,88
INPA R1023 1,63 1,63 1,81 1,88 2,19
INPA R1024 2,56 3,00 3,56 3,75 3,81
INPA R1037 2,63 2,69 3,31 3,69 3,75
INPA R1038 2,00 2,00 2,19 2,19 2,25
INPA R1041 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
INPA R1042 2,19 2,50 3,81 3,81 3,88
INPA R1043 3,69 3,88 3,94 3,94 4,00
INPA R1044 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R1045 2,00 2,00 2,06 2,31 2,44
INPA R1046 2,06 2,31 2,31 2,69 2,75
INPA R1047 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1048 2,50 2,88 2,94 3,00 3,13
INPA R1051 2,44 3,00 3,69 3,81 3,88
INPA R1052 2,63 2,81 3,00 3,06 3,25
INPA R1053 2,94 3,00 3,13 3,69 3,94
INPA R1055 1,00 1,75 1,75 2,19 2,25
INPA R1058 1,00 1,06 1,75 2,19 2,63
INPA R1060 1,25 1,88 2,50 2,75 2,81
INPA R1061 1,00 1,56 2,38 2,63 2,81
INPA R1062 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1063 3,81 3,94 3,94 3,94 3,94
INPA R1064 1,00 1,00 1,00 1,06 1,13
INPA R1065 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1067 1,00 3,00 3,44 3,69 3,88
INPA R1068 1,06 2,63 3,13 3,69 3,75
INPA R1069 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1071 1,00 1,56 2,38 2,50 2,50
INPA R1077 2,44 2,75 3,38 3,44 3,50
INPA R1078 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1079 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1080 2,00 2,13 3,19 4,00 4,00
INPA R1081 1,00 1,00 1,00 1,75 1,88
INPA R1082 1,06 2,19 3,13 3,63 3,81

84



Oleo lubrificante

140 EPouco ®Moderado ®Elevado
120 115
100
9 87
2 84 80
E 80 6 70
: 58 59 s
= 60 56
4
40 32
2 27 30 30 2%
- I I I
]
3 6 9 12 15
Dias

Figura 13: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e
contendo 6leo lubrificante como fonte de carbono ao longo de quinze dias de incubac&o.

Com isso, foram selecionadas 53 bactérias que atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00),
no sexto dia de crescimento demonstrando com isso, que essas bactérias sdo potenciais
degradadores de hidrocarbonetos. As demais, que ndo foram selecionadas, mas que
apresentaram notas de crescimentos elevados e moderados ap6s o sexto dia, podem ser
utilizadas formando consércios em testes de biodegradacéo, pois até o 15° dia apresentaram
crescimento significativo tanto com a fonte de carbono manitol, quanto com os derivados de
petréleo. Esses dados sdo mais satisfatérios quando comparados com os descritos por
Cerqueira et. al., (2011) ao avaliarem a capacidade de biodegradacdo dos hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos de borra oleosa petroquimica em meio liquido por um consorcio
bacteriano e cinco culturas bacterianas. Esses autores descreveram que trés bactérias
isoladas a partir de lamas petroquimica oleosas, identificado como Stenotrophomonas
acidaminiphila, Bacillus megaterium e Bacillus cibi, e duas bactérias isoladas de solo
contaminado por residuos petroquimicos, identificado como Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus cereus demonstrado eficiéncia na degradagdo de borra oleosa quando cultivada

durante 40 dias.
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Outros estudos com diferentes micro-organismos também tém sido realizados na
tentativa de se encontrar uma ou algumas espécies de bactéria com potencial de
degradacdo para derivados de petroleo (BEAZELY et al., 2012). Kostka et. al. (2011)
descreveram que membros da Gammaproteobacteria (Alcanivorax, Marinobacter) e
Alphaproteobacteria (Rhodobacteraceae) como 0s principais micro-organismos
responsaveis pela degradacdo do 6leo em ecossistemas de praia contaminado por oléo
no Golfo do México.

Figura 14: Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio (A) YMA sem manitol e
contendo 6leo lubrificante e (B) manitol como fonte de carbono ao longo de quinze dias
de incubagéo

Quando o critério de crescimento é observado, onde houve a sele¢do dos isolados
que obtiveram notas acima de 3,06 até o 6° dia de incubagdo, pode ser feita uma
comparacdo entre o controle (manitol) com os derivados. Nota-se que apesar de a
quantidade de isolados se apresentar de forma mais abundante no controle, que é uma
fonte de carbono propicia para essa bactéria, um bom percentual desses isolados
conseguiram obter um crescimento elevado, mostrando adaptacdo a uma nova fonte de
carbono. Destacando-se 0s micro-organismos testados em querosene, que obtiveram
uma quantidade mais elevado do que os outros derivados. Também deve-se ressaltar
que os isolados INPA R281, INPA R307, INPA R316 e INPA R781 conseguiram
crescimento elevado até o 6° dia em todos os derivados testados, sugerindo que esses
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micro-organismos sdo potencialmente vidveis para serem utilizados em testes
posteriores de degradacao.

Estes resultados indicam claramente que diferentes derivados do petroleo foram
degradados e utilizados por todas as cepas em varias propor¢des. Todavia, dependendo
da complexidade e natureza alifatica e aromatica da amostra derivado, podem haver
variagbes nos indices de degradacdo. Os resultados encontrados nesta pesquisa
corroboram com Dasgupta et al. (2013) que ao avaliarem a degradacdo do Petroleo
Bruto por Espécies de Pseudomonas sp. observaram diferencas significativas entre o
crescimento das trés estirpes na presenca petroleo bruto e hexadecano, porém
diferentemente das amostras de rizobactérias, na presenca de querosene os especimes de
Pseudomonas sp. ndo apresentaram significancia de crescimento.

Em relacdo ao indice de degradacao em meio lioquido os resultados deste trabalho
sdo superiores aos descritos por Ferradji et al. (2014), pois estes relatara que a
biodegradacdo do naftaleno por Streptomyces sp. atingiu os melhéres indices apds 12
dias de incubacdo, pois alguns isolados testados nesse trabalho apresentaram bons

indices de degradacdo com até seis dias de incubacao.

4.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIODEGRADACAO, UTILIZANDO O
INDICADOR REDOX — DCPIP

Esse teste mostra a capacidade de rizobactérias em utilizar hidrocarbonetos
como substrato utilizando o indicador redox diclorofenol indofenol (DCPIP),
observando a mudanca de cor do azul (oxidado) para incolor (reduzido). Esta mudanca
oscila entre coloracdo total e descoloracdo total. A leitura desse teste foi realizada
durante um periodo de seis dias em intervalos de 24 horas, onde foi observada a redugéo
total do DCPIP. Com alguns isolados, nos diferentes derivados, essa reducdo ocorreu
principalmente nos tempos de 24 e 48h. Segundo Cruz et al. (2014), ap6s a oxidacao
total do DCPIP o meio volta a ficar azul novamente por ser um indicador reversivel.

Para efeito ilustrativo, na figura 13 mostra o teste com a coloracdo total do
indicador DCPIP contendo o isolado 302.
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Figura 15: Demonstracdo do teste de biodegradacdo, utilizando o indicador DCPIP,
onde A é o controle sem descoloragdo do indicador; B gasolina com 72 horas de
incubacdo; C nafta com 72 horas; D 6leo lubrificante com 72 horas; E diesel com 72
horas e F querosene

Para a realizacdo desse teste, foram utilizadas distintas fontes de carbono como
manitol, 6leo diesel, gasolina, nafta, querosene e oOleo lubrificante. A tabela 14 mostra
os resultados de descoloragéo visual utilizando-se a fonte de carbono manitol, que com
24 horas de incubacgdo ocorreu uma descoloracdo quase total na amostra contendo o
isolado INPA R791 e descoloracéo total nas INPA R307, 316, 318, 672, 689, 710, 720,
733, 784, 803, 972, 976, 986, 989, 1037 1048, 1051, 1052, 1062 e 1063. Com 144 horas
de incubacdo, trés isolados apresentaram descoloracdo quase total e 43 amostras,
descoloracdo total. Esse resultado é esperado, pois a fonte de carbono manitol é ideal

para o crescimento desse micro-organismo em laboratorio.
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Tabela 14: Avaliacdo visual

da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e o manitol como fonte de carbono em
meio liquido

Isolados

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas

120 horas

144 horas

INPA R267
INPA R281
INPA R293
INPA R302
INPA R307
INPA R315
INPA R316
INPA R318
INPA R325
INPA R332
INPA R555
INPA R672
INPA R689
INPA R699
INPA R710
INPA R713
INPA R720
INPA R729
INPA R733
INPA R734
INPA R741
INPA R751
INPA R770
INPA R779
INPA R781
INPA R782
INPA R783
INPA R784
INPA R791
INPA R796
INPA R798
INPA R803
INPA R969
INPA R970
INPA R972
INPA R974
INPA R976
INPA R980
INPA R986
INPA R989
INPA R995
INPA R997
INPA R1037
INPA R1043
INPA R1044
INPA R1048
INPA R1051
INPA R1052
INPA R1053
INPA R1062
INPA R1063
INPA R1077
INPA R1081
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4.3.1 Avaliacéo visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em 6leo diesel

Alguns micro-organismos, INPA R302, INPA R325, INPA R969 INPA R974,
INPA R980, INPA R995, INPA R1062 e INPA R1063 ja apresentaram a descoloracéo
total apds 24 hora de incubacdo e quatro apresentaram quase total descoloracdo, INPA
R316, INPA R318, INPA R970 e INPA R1052. Um dado relevante foi que com 48
horas de incubacdo, 0os numeros de amostras com descoloragdo quase total
ultrapassaram os do controle (INPA R281, INPA R315, INPA R734, INPA R784, INPA
R972, INPA R986, INPA R989, INPA R997, INPA R1043, INPA R1044 e INPA
R1081, assim como 0s numeros de amostras com descoloracdo total chegaram muito
proximos ao controle (INPA R302, INPA R316, INPA R318, INPA R325, INPA R332,
INPA R672, INPA R689, INPA R699, INPA R710, INPA R713, INPA R729, INPA
R733, INPA R741, INPA R770, INPA R781, INPA R782, INPA R783, INPA R796,
INPA R798, INPA R969, INPA R970, INPA R974, INPA R976, INPA R980, INPA
R995, INPA R1037, INPA R1048, INPA R1051, INPA R1052, INPA R1062, INPA
R1063 e INPA R1077).

Um total de 35 isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota
maxima de descoloracdo (INPA R302, INPA R316, INPA R318, INPA R325, INPA
R332, INPA R555, INPA R672, INPA R689, INPA R699, INPA R710, INPA R713,
INPA R 720, INPA R729, INPA R733, INPA R734, INPA R741, INPA R770, INPA
R781, INPA R782, INPA R783, INPA R796, INPA R798, INPA R969, INPA R970,
INPA R974, INPA R976, INPA R980, INPA R995, INPA R1037, INPA R1048, INPA
R1051, INPA R1052, INPA R1062, INPA R1063 e INPA R1077). Esses resultados
confirmaram que esses isolados se adaptaram a fonte de carbono 6leo diesel, quase da

mesma forma como utilizam o manitol (Tabela 14).

Tabela 15: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e o 6leo diesel como fonte de carbono
em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R267 1 1 1 1 1 1
INPA R281 1 4 4 4 2 1
INPA R293 1 1 1 1 1 1
INPA R302 5 5 5 5 5 5
INPA R307 3 3 3 3 2 3
INPA R315 3 4 4 4 4 4
INPA R316 4 5 3 2 2 1
INPA R318 4 5 4 3 2 1
INPA R325 5 5 5 4 4 4
INPA R332 1 5 5 5 5 5
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Tabela 15: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e o 6leo diesel como fonte de carbono
em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R555 1 1 1 5 5 5
INPA R672 1 5 5 3 3 4
INPA R689 2 5 3 2 2 1
INPA R699 1 5 5 5 4 1
INPA R710 3 5 3 2 2 1
INPA R713 2 5 5 5 5 5
INPA R720 1 3 4 4 4 5
INPA R729 1 5 5 4 4 5
INPA R733 3 5 3 3 3 3
INPA R734 1 4 5 4 4 4
INPA R741 2 5 5 5 4 4
INPA R751 1 1 1 1 1 1
INPA R770 1 5 5 4 3 4
INPA R779 3 3 4 2 1 1
INPA R781 1 5 5 4 4 4
INPA R782 1 5 5 4 3 4
INPA R783 2 5 5 4 4 4
INPA R784 2 4 2 2 2 1
INPA R791 1 3 4 3 3 4
INPA R796 2 5 5 4 4 4
INPA R798 1 5 5 4 3 4
INPA R803 2 3 4 3 1 1
INPA R969 5 5 5 5 3 3
INPA R970 4 5 5 4 3 3
INPA R972 2 4 4 4 2 1
INPA R974 5 5 5 5 5 3
INPA R976 2 5 4 2 2 1
INPA R980 5 5 5 5 4 3
INPA R986 2 4 4 3 2 1
INPA R989 3 4 4 2 2 1
INPA R995 5 5 5 4 4 3
INPA R997 3 4 4 2 2 2
INPA R1037 2 5 5 3 3 2
INPA R1043 2 4 3 3 2 2
INPA R1044 3 4 3 2 2 2
INPA R1048 2 5 3 3 2 2
INPA R1051 3 5 4 2 2 1
INPA R1052 4 5 4 3 3 2
INPA R1053 1 2 1 1 3 3
INPA R1062 5 5 5 5 5 5
INPA R1063 5 5 5 5 5 5
INPA R1077 3 5 4 2 3 3
INPA R1081 2 4 3 3 2 3

4.3.2 Avaliacéo visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em gasolina

Com relacdo a descoloragdo com a fonte de carbono gasolina, com 24h
incubacdo, seis isolados ja apresentaram descoloracdo total. Com 72h de incubacdo
mais oito isolados também atingiram a nota maxima de descoloragdo. Um total de 14

isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota méaxima de
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descoloragdo (INPA R302, INPA R307, INPA R332, INPA R555, INPA R713, INPA
R720, INPA R751, INPA R779, INPA R798, INPA R969, INPA R970, INPA R980 e
INPA R1043) conforme mostra a Tabela 15.

Tabela 16: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e gasolina como fonte de carbono em

meio liquido
Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R267 1 1 1 1 1 1
INPA R281 1 4 4 2 2 1
INPA R293 1 1 1 1 1 1
INPA R302 1 1 5 5 5 5
INPA R307 4 5 5 5 4 4
INPA R315 2 4 4 4 4 4
INPA R316 4 4 4 2 2 1
INPA R318 3 4 3 2 3 2
INPA R325 4 4 4 4 3 3
INPA R332 2 3 3 5 5 5
INPA R555 1 5 5 5 5 5
INPA R672 1 1 1 1 1 1
INPA R689 2 4 2 2 2 1
INPA R699 4 2 1 1 1 1
INPA R710 3 4 3 2 2 1
INPA R713 2 3 3 5 5 5
INPA R720 5 4 2 1 1 1
INPA R729 4 3 2 1 1 1
INPA R733 3 4 3 2 3 2
INPA R734 3 2 2 2 2 2
INPA R741 4 2 2 2 2 2
INPA R751 5 4 2 2 2 2
INPA R770 4 2 2 1 1 1
INPA R779 5 3 1 1 1 1
INPA R781 3 2 1 1 1 1
INPA R782 4 3 2 2 2 2
INPA R783 3 4 2 1 1 1
INPA R784 2 4 2 2 2 1
INPA R791 2 3 2 2 2 2
INPA R796 2 3 5 4 4 4
INPA R798 5 5 1 1 1 1
INPA R803 2 3 3 3 1 1
INPA R969 2 4 5 4 3 3
INPA R970 2 3 5 5 4 4
INPA R972 2 3 3 3 2 1
INPA R974 3 3 4 4 4 4
INPA R976 3 4 4 4 3 1
INPA R980 3 4 5 4 5 4
INPA R986 2 4 4 2 2 1
INPA R989 3 4 4 3 3 1
INPA R995 3 3 4 2 2 2
INPA R997 3 4 4 2 2 2
INPA R1037 2 2 3 3 3 4
INPA R1043 3 3 3 4 4 5
INPA R1044 1 1 1 1 1 1
INPA R1048 2 4 3 2 2 1
INPA R1051 2 4 3 2 2 2
INPA R1052 2 4 4 3 2 1
INPA R1053 1 1 1 1 1 1
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Tabela 16: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e gasolina como fonte de carbono em

meio liquido
Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R1062 1 1 2 3 3 3
INPA R1063 1 1 1 3 3 3
INPA R1077 3 3 3 2 3 1
INPA R1081 3 3 3 2 2 2

4.3.3 Avaliacéo visual relacionada a descoloragdo do DCPIP em querosene

Com relagdo a descoloragdo com a fonte de carbono querosene, com 24h
incubacdo, nove isolados ja apresentaram descoloracdo total. Com 48h de incubacao
mais onze isolados também atingiram a nota maxima de descoloracdo. Um total de 16
isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de
descoloragdo (INPA R267, INPA R293, INPA R302, INPA R316, INPA R325, INPA
R332, INPA R555, INPA R713, INPA R969, INPA R970, INPA R974 INPA R980,
INPA R995, INPA R1044, INPA R1062, INPA R1063) conforme mostra a Tabela 16.

Tabela 17: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de

rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e o querosene como fonte de carbono

em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

INPA R267
INPA R281
INPA R293
INPA R302
INPA R307
INPA R315
INPA R316
INPA R318
INPA R325
INPA R332
INPA R555
INPA R672
INPA R689
INPA R699
INPA R710
INPA R713
INPA R720
INPA R729
INPA R733
INPA R734
INPA R741
INPA R751
INPA R770
INPA R779
INPA R781
INPA R782
INPA R783
INPA R784
INPA R791
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Tabela 17: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e o querosene como fonte de carbono
em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R796 1 1 1 1 1 1
INPA R798 2 1 1 1 1 1
INPA R803 3 4 4 3 2 1
INPA R969 5 5 5 5 2 3
INPA R970 5 5 5 4 3 2
INPA R972 4 4 4 2 2 1
INPA R974 5 5 5 4 2 2
INPA R976 3 4 4 2 2 1
INPA R980 5 5 5 5 3 3
INPA R986 3 4 4 2 1 1
INPA R989 2 4 2 2 2 1
INPA R995 4 4 5 3 2 3
INPA R997 4 4 4 2 2 2
INPA R1037 2 4 3 3 3 3
INPA R1043 2 4 4 2 3 2
INPA R1044 3 4 5 2 2 2
INPA R1048 3 4 2 2 1 1
INPA R1051 3 4 2 2 2 1
INPA R1052 3 4 4 3 2 1
INPA R1053 2 2 2 1 1 1
INPA R1062 5 5 5 5 5 5
INPA R1063 5 5 5 5 5 5
INPA R1077 3 4 3 2 2 1
INPA R1081 2 4 3 2 2 2

4.3.4 Avaliagdo visual relacionada a descoloragéo do DCPIP em nafta

Com relacgdo a descoloragdo com a fonte de carbono nafta, com 24h incubagéo
sete isolados j& apresentaram descoloracdo total. Com 48h de incubagdo mais oito
isolados também atingiram a nota maxima de descoloracdo. Um total de 12 isolados
foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloracdo (INPA
R302, INPA R325, INPA R332, INPA R555, INPA R713, INPA R969, INPA R970,
INPA R974 INPA R980, INPA R995, INPA R1062, INPA R1063) conforme mostra a
Tabela 17.

Tabela 18: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e nafta como fonte de carbono em

meio liquido
Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R267 1 1 1 1 1 1
INPA R281 2 4 4 4 3 1
INPA R293 1 1 1 1 1 1
INPA R302 1 1 5 5 5 5
INPA R307 3 3 3 3 2 3
INPA R315 2 4 4 4 4 4
INPA R316 2 4 4 3 2 1
INPA R318 3 4 3 3 2 1
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Tabela 18: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e nafta como fonte de carbono em

meio liquido
Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R325 5 5 5 4 4 4
INPA R332 1 4 5 5 5 5
INPA R555 1 1 1 1 2 5
INPA R672 1 1 1 1 1 1
INPA R689 3 4 3 2 3 1
INPA R699 1 1 1 1 1 1
INPA R710 3 4 2 2 1 1
INPA R713 1 2 5 3 5 5
INPA R720 1 1 1 1 1 1
INPA R729 1 1 1 1 1 1
INPA R733 2 4 4 2 2 1
INPA R734 1 1 1 1 1 1
INPA R741 1 1 1 1 1 1
INPA R751 1 1 1 1 1 1
INPA R770 1 1 1 1 1 1
INPA R779 1 1 1 1 1 1
INPA R781 1 1 1 1 1 1
INPA R782 1 1 1 1 1 1
INPA R783 1 1 1 1 1 1
INPA R784 2 4 3 3 2 1
INPA R791 1 1 1 1 1 1
INPA R796 1 1 1 1 1 1
INPA R798 1 1 1 1 1 1
INPA R803 2 4 4 3 2 1
INPA R969 5 5 5 5 3 4
INPA R970 3 5 5 4 3 3
INPA R972 2 4 4 3 3 1
INPA R974 5 5 5 4 3 3
INPA R976 3 4 4 3 2 1
INPA R980 5 5 5 5 4 3
INPA R986 2 4 3 2 2 1
INPA R989 2 4 3 2 3 1
INPA R995 5 5 5 4 4 3
INPA R997 3 4 4 2 2 2
INPA R1037 2 4 4 3 3 1
INPA R1043 2 4 3 3 2 2
INPA R1044 1 1 1 1 3 3
INPA R1048 2 4 3 2 2 1
INPA R1051 2 4 3 2 3 1
INPA R1052 3 4 3 3 2 1
INPA R1053 1 2 1 1 3 3
INPA R1062 5 5 5 5 5 5
INPA R1063 5 5 5 5 5 5
INPA R1077 3 4 3 2 2 1
INPA R1081 2 4 3 3 2 3

4.3.5 Avaliagcdo visual relacionada a descoloragdo do DCPIP em oleo
lubrificante

Com relacdo a descolora¢do com a fonte de carbono 6leo lubrificante, com 24h

incubac&o dois isolados ja apresentaram descoloragéo total. Com 48h de incubacdo mais

95



7 isolados também atingiram a nota maxima de descoloracdo. Um total de 10 isolados
foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloracdo (INPA
R302, INPA R307, INPA R316, INPA R318, INPA R332, INPA R555, INPA R713,
INPA R976, INPA R1043 e INPA R1053) conforme mostra a Tabela 18.

Tabela 19: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e oleo lubrificante como fonte de

carbono em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R267
INPA R281
INPA R293
INPA R302
INPA R307
INPA R315
INPA R316
INPA R318
INPA R325
INPA R332
INPA R555
INPA R672
INPA R689
INPA R699
INPA R710
INPA R713
INPA R720
INPA R729
INPA R733
INPA R734
INPA R741
INPA R751
INPA R770
INPA R779
INPA R781
INPA R782
INPA R783
INPA R784
INPA R791
INPA R796
INPA R798
INPA R803
INPA R969
INPA R970
INPA R972
INPA R974
INPA R976
INPA R980
INPA R986
INPA R989
INPA R995
INPA R997
INPA R1037
INPA R1043
INPA R1044
INPA R1048
INPA R1051

[N

NNWRANARNNANDIAMNARMNRPNNRNRPRPRPRPRPRPRPRPREPNRRPNWORNRPRERPNRANONRDMRERPR
AR WDRWADRMRADRDNUUODRWADRMRMRUUORPRWRRPRPRPREPREPRPREPARPRRPOAMRPRARREPADNRRE®WER
PR WUOWARMRPRPWOAMRMDMNWARMDMRNNRPRNRPRRPRPRPRPRPRPRPREPREPREPRLPUORPRRPRPRLPUCWOOWDNWORANR
NFEPFNRARNRPRARNANDMRLRARMNRPNNRNRRPRPRRPRPRPRNRRPUONRPRPRROOONNAERNCERE®WER
NFEPNRWONMNNNNWRWORNONRPNRRPRRRRRRRRPNNRRPONRPRROONNNEDNCEREN

PRPNUOWONWRRPARPRIMNRPWONRPRPNRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPRPLPUORPRRPRPRLRUUCNRPREPANEWOCORRR

96



Tabela 19: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
rizobactérias utilizando o indicador DCPIP e oleo lubrificante como fonte de
carbono em meio liquido

INPA R1052 1 3 3 1 1 1
INPA R1053 2 2 3 3 3 5
INPA R1062 2 3 3 3 3 3
INPA R1063 3 3 3 3 3 3
INPA R1077 3 4 1 2 2 1
INPA R1081 2 2 3 1 2 2

A Figura 14 (A) manitol, (B) 6leo diesel, (C) gasolina, (D) querosene, (E) nafta
e (F) 6leo lubrificante, demonstra os graficos referentes as porcentagens de degradacéao
dos derivados de petroleo. Nota-se em cada derivado um pico mais elevado de
degradacéo, onde o 6leo diesel com 48h obteve 60% de descoloracdo total, a gasolina
com 72h apresentou 17%, o querosene 25%, a nafta 17%, ja o 6leo lubrificante o seu
maior indice de descoloracdo total foi obtido com 144h de incubagdo. Todos o0s
derivados demonstraram um queda ap6s a oxidac¢éo total do DCPIP.

Estas fontes de carbono quando comparados com o manitol que apresentou altos
indices de degradacdo, alcancaram valores significativos, comprovando que esses
micro-organismos de solo tém capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
carbono.

Os resultados indicam diferencas significativas entre as velocidades de
biodegradacdo dos diferentes tipos de fontes de carbono na presenca dos mesmos
micro-organismos utilizados, assim verificou-se que um total de 41 isolados (INPA
R267, INPA R302, INPA R307, INPA R316, INPA R318, INPA R325, INPA R332,
INPA R555, INPA R672, INPA R689, INPA R699, INPA R710, INPA R713, INPA
R720, INPA R729, INPA R733, INPA R734, INPA R741, INPA R751, INPA R770,
INPA R779, INPA R781, INPA R782, INPA R783, INPA R796, INPA R798, INPA
R969, INPA R970, INPA R974, INPA R976, INPA R980, INPA R995, INPA R1037,
INPA R1043, INPA R1048, INPA R1051, INPA R1052, INPA R1053, INPA R1062,
INPA R1063 e INPA R1077) apresentaram descoloracao total durante todos os tempos
de incubacdo dos derivados, mostrando-se bastante eficazes na degradacdo de
hidrocarbonetos, sendo que os isolados INPA R302, INPA R332, INPA R555 e INPA
R713 atingiram descoloracdo total em todos os derivados, sendo selecionados assim

para serem utilizados em testes posteriores.
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Figura 16: Biodegradacao de derivados de petroleo e manitol por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP




4.3.6 Concetragdes de células bacterianas estimada em Camara de Neubauer,
utilizando o Diclorofenol Indofenol — DCPIP e derivados de petréleo como
fontes de carbono.

Além da avaliacdo visual dos 53 isolados de rizébio com DCPIP e derivados de
petroleo foi realizada ainda uma avaliagdo quanto a concentragdo celular em camara de
Neubauer (10° UFC.mL™?), quando submetidos a fontes de carbono distintas (manitol,
oleo diesel, gasolina, nafta, querosene e 6leo lubrificante), apresentaram diferencas
significativas entre os isolados e entre os tempos estudados (24, 48, 72, 96, 120 e 144
horas).

Em relacdo ao controle, contendo o manitol como fonte de carbono (Tabela 19),
no tempo de 24 horas, o isolado INPA R969 apresentou o maior numero de células (293
UFC.mL™) quando comparado aos demais tratamentos, onde a menor concentragio foi
de 75 UFC.mL?, do isolado INPA R720. Com 48h, mais seis isolados se destacaram
INPA R710, INPA R741, INPA R803, INPA R969, INPA R970 e INPA R1052
apresentando uma quantidade celular maior, variando de 311 & 334 UFC.mL™* entre
esses isolados e tendo o menor nimero de células com 75 UFC.mL™, novamente do
isolado INPA R720. Com 72h, os isolados de maior destaque foram o INPA R741, com
quantidade celular de 290 UFC.mL? e INPA R980, com 294 UFC.mL™ apresentando o
menor nimero com 62 UFC.mL? . Com 96h, os isolados INPA R689, com 313
UFC.mL? e INPA R980, contendo 316 UFC.mL™, tendo a menor concentracio o
isolado INPA R1044, com 61 UFC.mL™. Com 120h, os isolados INPA R1043, continha
uma concentragdo de 214 UFC.mL? e INPA R1048, com 205 UFC.mL™, e o isolado
INPA R989, apresentou a menor quantidade (33 UFC.mL™). Com 144h, apesar da baixa
quantidade de células, quando comparadas entre os tratamentos, destacaram-se 0s
isolados INPA R302, INPA R315, INPA R318, INPA R332, INPA R689, INPA R713,
INPA R734, INPA R770, INPA R779, INPA R791, INPA R798, INPA R972, INPA
R976 e INPA R1037, que variaram entre 128 a 147 UFC.mL. Esses isolados que
obtiveram destaque com 144h entre os tratamentos, quando observados seus picos
referentes a quantidade de células entre os tempos testados, verificou-se que todos os

isolados apresentaram uma maior quantidade celular nos demais tempos testados.



Tabela 20: Concentracdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com manitol como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
105 UFC.mL*?
INPA R267 200 dA 176 fB 129 fC 164 B 80 gD 36 dE
INPA R281 137 gC 116 hD 164 eB 191 eA 60 hE 59 cE
INPA R293 181 eA 122 hC 148 eB 168 fA 137 dB 124 bC
INPA R302 114 hC 107 hC 103 gC 74 jD 171 cA 134 aB
INPA R307 98 iB 107 hB 122 fB 215 dA 100 fB 63 cC
INPA R315 206 dA 160 gB 116 fC 161 gB 152 cB 136 aC
INPA R316 155 B 188 fA 109 gC 173 fA 153 cB 112 bC
INPA R318 157 fA 94 gC 74 hD 94 iC 57 hD 128 aB
INPA R325 100 iA 68 iB 90 gA 82 iB 42 iC 35 dcC
INPA R332 214 dB 271 cA 217 cB 271 bA 117 eD 141 aC
INPA R555 159 fC 178 B 192 dB 226 dA 128 eD 116 bD
INPA R672 164 B 182 fA 202 cA 113 hC 162 cB 73 cD
INPA R689 189 eC 210 eB 210 cB 313 aA 191 bC 142 aD
INPA R699 170 fC 218 eA 195 dB 187 eB 122 eD 110 bD
INPA R710 184 eC 311 aA 185 dC 240 cB 189 bC 116 bD
INPA R713 120 hB 171 fA 153 eA 172 fA 159 cA 130 aB
INPA R720 75 iC 83 iC 184 dA 111 hB 87 gC 85 cC
INPA R729 237 cA 254 dA 132 fC 181 eB 100 fD 125 bC
INPA R733 253 cA 229 eB 119 fD 166 fC 163 cC 78 cE
INPA R734 142 gB 174 fA 189 dA 103 iC 115 eC 129 aB
INPA R741 194 eC 325 aA 290 aB 117 hD 77 gE 122 bD
INPA R751 111 hC 109 hC 146 eB 202 dA 109 eC 45 dD
INPA R770 154 B 215 eA 221 cA 222 dA 86 gD 126 aC
INPA R779 115 hD 161 gB 171 dB 187 eA 156 cB 139 aC
INPA R781 122 hC 193 eB 256 bA 267 bA 124 eC 100 bD
INPA R782 116 hB 183 fA 176 dA 187 eA 45 iD 76 cC
INPA R783 93 iB 112 hA 127 fA 92 iB 104 B 119 bA
INPA R784 130 hB 203 eA 118 B 131 hB 120 eB 90 cC
INPA R791 182 hB 206 eA 219 cA 121 hD 155 cC 134 aD
INPA R796 121 eB 207 eA 137 fC 174 B 146 dcC 113 bD
INPA R798 147 hD 159 gA 62 hD 98 iC 120 eB 128 aB
INPA R803 238 cA 321 aA 157 eC 257 cB 73 gE 122 bD
INPA R969 293 aB 318 aA 140 eD 263 bC 65 hE 44 dE
INPA R970 255 cB 334 aA 195 dcC 132 hD 64 hE 69 cE
INPA R972 191 eA 176 fA 143 eB 144 gB 132 dB 138 aB
INPA R974 147 gB 275 cA 123 fC 84 jD 80 gb 64 cD
INPA R976 133 gB 163 gA 135 B 139 gB 112 eC 137 aB
INPA R980 199 dD 222 eC 294 aB 316 aA 53 hF 116 bE
INPA R986 214 dC 294 bA 207 cC 251 cB 114 eD 70 cE
INPA R989 183 eB 254 dA 142 eC 185 eB 33 iE 120 bD
INPA R995 162 fC 199 eA 184 dB 213 dA 99 fE 122 bD
INPA R997 163 B 211 eA 74 hD 65 iD 114 eC 84 cD
INPA R1037 211 dA 172 B 97 gD 175 B 147 dC 147 aC

INPA R1043 155 fC 207 eA 188 dB 214 dA 214 aA 98 bD
INPA R1044 199 dA 190 fA 191 dA 61 jC 133 dB 122 bB

INPA R1048 203 dB 295 bA 165 eC 127 hD 205 aB 72 cE
INPA R1051 115 hC 153 gB 154 eB 208 dA 127 eC 113 bC
INPA R1052 209 dB 318 aA 220 cB 106 iD 138 dC 81 cE

INPA R1053 269 bA 280 cA 194 dB 197 dB 167 cC 111 bD
INPA R1062 136 gB 165 gC 154 eA 159 gA 124 eB 120 bB

INPA R1063 221 dB 202 eC 239 bB 271 bA 129 eD 83 cE
INPA R1077 163 fB 189 fA 134 B 144 gB 148 dB 67 cC
INPA R1081 97 iA 67 iC 83 hB 75 iB 41 iC 29 dcC

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas.
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No experimento com a fonte de carbono 6leo diesel, os 53 isolados testados
proporcionaram uma concentracdo significativa (P<0,05) de células, pois quando
comparado o numero de células entre os tratamentos, com 24h de incubagéo,
destacamos com maior quantidade o isolado INPA R781, contendo 351 UFC.mL?,
tendo o isolado INPA R555 a menor concentragdo (9 UFC.mL™) em 48h, os INPA
R325, em 345 UFC.mL™ e INPA R989 364 UFC.mL™, tendo o INPA R803 a menor
quantidade (28 UFC.mL™). As 72h, os isolados INPA R699, INPA R798, INPA R980 e
INPA R1063, apresentaram as maiores concentracdes entre os tratamentos, variando
entre 270,00 a 302 UFC.mL™), tendo o isolado INPA R318 com as menor quantidade
(32 UFC.mL™1). Com 96h, o INPA R995, apresentou a maior concentracdo (317) e a
menor entre os tratamentos foi de 28 UFC.mL™, apresentado pelo isolado INPA R782.
O isolado INPA R713, apresentou as maiores concentracdes celulares nos tempos de
120 (284 UFC.mL™) e 144h (442 UFC.mL™), tendo as menores concentracdes de 60
UFC.mL™? com 120h e 65 UFC.mL™ com 144h. Quando comparadas a concentragio
celular entre as horas, destaca-se que esses isolados atingiram um pico mais elevado nos
horérios citados com excecdo do INPA R798 que apresentou o maior pico de

crescimento as 24h (Tabela 20).

Tabela 21: Concentracdo de células estimadas em cdmara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com 6leo diesel como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
105 UFC.mL!
INPA R267 64 iC 42 jD 180 cA 71 hC 136 eB 128 ¢B
INPA R281 129 gA 103 hB 94 B 97 gB 86 gB 93 hB
INPA R293 13 IE 50 jD 120 eC 172 dB 69 hD 273 CcA
INPA R302 29 iD 112 hC 167 dB 111 fC 104 gC 199 eA
INPA R307 238 cA 55 jE 142 eC 173 dB 93 gb 171 eB
INPA R315 58 iD 96 iC 157 dB 165 dB 199 cA 187 eA
INPA R316 169 eA 173 fA 88 fD 97 gD 121 fC 144 B
INPA R318 38 iD 147 gA 31 hD 40 iD 109 B 79 iC
INPA R325 135 gB 345 aA 141 eB 70 hC 60 hC 88 hC
INPA R332 58 iC 230 eB 223 bB 252 bB 224 bB 403 DbA
INPA R555 9 ID 58 jiC 90 B 42 iC 73 hC 142 A
INPA R672 192 dA 207 eA 96 fB 104 gB 75 hB 93 hB
INPA R689 128 gC 256 dA 181 cB 96 gD 103 gD 187 eB
INPA R699 219 dB 237 eB 302 aA 176 dc 213 bB 157 fC
INPA R710 128 gC 315 bA 181 cB 118 fC 139 eC 111 g¢C
INPA R713 97 hF 128 hE 173 dD 199 dC 284 aB 442 aA
INPA R720 137 gA 145 gA 113 B 108 gB 128 fA 65 iC
INPA R729 246 cA 154 gB 56 gC 134 B 148 eB 130 ¢gB
INPA R733 352 aA 280 cB 57 gF 94 gE 126 fD 161 fC
INPA R734 255 cA 229 eB 200 cC 77 hE 126 fD 127 gD
INPA R741 147 fA 151 gA 60 gD 95 gC 84 gC 117 g¢gB
INPA R751 9 ID 63 jC 69 gC 123 fA 131 eA 101 hB
INPA R770 89 hC 102 hC 183 cA 99 gC 121 B 135 ¢gB
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Tabela 21: Concentracdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com oleo diesel como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R779 317 bA 179 fC 225 bB 63 hF 100 gE 139 fD
INPA R781 351 aA 320 bB 181 cC 86 gE 137 eD 144 fD
INPA R782 203 dA 218 eA 43 hD 28 iD 70 hC 113 ¢B
INPA R783 270 cA 174 fB 156 dB 118 fC 133 eC 184 eB
INPA R784 178 eA 107 hB 169 dA 183 dA 114 B 131 ¢B
INPA R791 206 dA 222 eA 234 bA 98 gC 154 eB 111 ¢C
INPA R796 83 iD 115 hC 238 bA 73 hD 147 eB 110 ¢C
INPA R798 295 hA 184 B 286 aA 88 gD 200 cB 131 ¢C
INPA R803 66 iB 28 iC 127 eA 115 fA 108 fA 102 hA
INPA R969 158 fC 105 hD 248 bB 143 eC 146 eC 279 CcA
INPA R970 263 cA 122 hC 189 cB 170 dB 87 gD 279 CcA
INPA R972 63 iC 115 hB 157 dA 112 B 111 fB 93 hB
INPA R974 203 dB 83 iB 197 cB 228 cA 111 fC 203 eB
INPA R976 93 hA 75 iB 105 fA 106 gA 98 gA 73 iB
INPA R980 120 gb 104 hD 293 aA 151 eC 142 eC 259 c¢B
INPA R986 59 iC 119 hB 165 dA 130 B 125 B 134 ¢gB
INPA R989 244 cB 364 aA 179 dC 155 eC 139 eC 144 fC
INPA R995 244 cC 65 iD 226 bC 317 aA 66 hD 273 ¢B
INPA R997 154 B 124 hC 103 fC 217 cA 166 dB 233 dA
INPA R1037 209 dB 252 dA 188 cB 118 fC 121 fC 116 ¢C
INPA R1043 520 gC 123 hC 218 bA 128 fC 114 fC 189 eB
INPA R1044 91 hD 82 iD 128 eB 162 eA 84 gD 111 ¢C
INPA R1048 171 eC 270 cA 153 dcC 88 gE 128 fD 216 dB
INPA R1051 63 iC 143 gA 80 gC 149 eA 103 gB 163 fA
INPA R1052 100 hB 54 jD 133 eA 112 B 107 B 83 iC
INPA R1053 94 hC 66 jD 117 eC 227 cA 63 hD 149 B
INPA R1062 137 gC 106 hD 113 fD 103 gD 191 cA 154 fB
INPA R1063 145 fC 166 fC 270 aA 154 eC 227 bB 233 dB
INPA R1077 241 cB 284 cA 238 bB 169 dc 143 eC 160 fC
INPA R1081 250 cA 55 jE 142 eC 173 dB 93 gD 171 eB

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

Os isolados testados com a fonte de carbono gasolina (Tabela 21), quando
comparados entre os tratamentos com 24h de incubacdo foi destacado com maior
quantidade celular, o isolado INPA R1081, contendo 257 UFC.mL™? e a menor
concentracdo foi de 12 UFC.mL™, apresentado pelo isolado INPA R302. Com 48h o
INPA R751, com 493 UFC.mL, tendo apresentado a menor quantidade o isolado
INPA R267 (7 UFC.mL™). Em 72h, as maiores concentra¢des foram apresentadas pelos
isolados INPA R1062 (399 UFC.mL™?) e INPA R1063 (413 UFC.mL™) e a menor
concentracdo de 19 UFC.mL™, apresentado pelo isolado INPA R1043. As 96h, a maior
quantidade foi do INPA R1062 (370 UFC.mL™) e a menor foi verificada no isolado
INPA R307, contendo 13 UFC.mL? , ja com 120h, o INPA R1063 apresentou 408
UFC.mL? eo isolado INPA R689, apresentou 0 menor niimero celular (56 UFC.mL™?) e
com 144h o isolado INPA R779, INPA R997 e INPA R1044 obtiveram a maior
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concentacio celular, variando de 213 a 230 UFC.mL™, tendo o isolado INPA R293
apresentado um ndimero baixissimo (1 UFC.mL™).

Esses isolados se destacarem entre os tratamentos de cada horério citado, quando
verificado os picos de maior quantidade celular entre as horas foi observado que o
INPA R779, INPA R997 e INPA R1081 apresentou 0 maior nimero com 48h de
incubacéo.

Tabela 22: Concentracdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liquido, com gasolina como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
10° UFC.mL?!
INPA R267 9 iB 7 oB 37 mA 46 jA 56 IA 14 iB
INPA R281 74 gD 110 IC 198 fA 177 eB 114 iC 90 eD
INPA R293 12 iC 31 nB 34 mB 36 iB 91 jA 1 iC
INPA R302 12 iE 176 hB 180 gB 144 fC 221 eA 34 hD
INPA R307 109 fC 256 eA 30 mD 13 ID 106 iC 141 cB
INPA R315 64 gD 135 jC 195 fA 178 eB 204 fA 34 hE
INPA R316 138 eB 183 hA 111 iC 110 hC 110 iC 119 dC
INPA R318 90 B 134 jA 51 IC 54 iC 77 jB 58 gC
INPA R325 97 fD 319 dA 33 mE 206 dB 117 iC 79 fD
INPA R332 108 fD 116 ID 217 eB 194 dC 328 cA 103 eD
INPA R555 14 iE 40 nD 79 iC 174 eB 251 dA 27 hE
INPA R672 48 hE 126 IC 151 hB 162 eB 223 eA 91 eD
INPA R689 205 cA 184 hB 126 iC 107 hC 57 ID 66 fD
INPA R699 95 fC 112 IB 108 iB 126 gA 144 hA 88 eC
INPA R710 148 eC 257 eA 245 dA 201 dB 115 iD 144 cC
INPA R713 42 hD 86 mC 137 hB 133 gB 200 fA 74 fC
INPA R720 70 gD 244 fA 114 iC 204 dB 199 B 90 eD
INPA R729 78 eB 107 IC 117 iC 150 B 251 dA 66 fD
INPA R733 142 eB 160 iB 210 eA 163 eB 104 iC 76 fD
INPA R734 149 eC 231 fA 119 iD 180 eB 216 eA 102 eD
INPA R741 106 fC 275 eA 104 iC 158 eB 154 hB 68 fD
INPA R751 90 fD 493 aA 145 hC 172 eB 167 gB 68 fE
INPA R770 68 gD 150 iC 152 hC 236 cB 373 bA 75 fD
INPA R779 81 gE 393 bA 294 cB 295 bB 260 dC 212 aD
INPA R781 79 gD 305 dA 115 iC 225 cB 220 eB 86 eD
INPA R782 68 gC 340 cA 318 bB 302 bB 314 cB 73 fC
INPA R783 66 gE 125 IC 137 hB 146 B 189 fA 97 eD
INPA R784 129 eB 194 gA 86 jC 88 iC 88 jC 75 fC
INPA R791 131 eD 203 gB 288 cA 204 dB 181 fC 44 gE
INPA R796 59 gE 287 dA 256 dB 242 cB 189 fC 96 eD
INPA R798 64 gC 312 dA 180 gB 182 eB 171 gB 77 fC
INPA R803 97 fC 84 mC 147 hB 166 eA 174 gA 139 cB
INPA R969 137 eC 191 gA 162 gB 35 jE 113 iD 122 dD
INPA R970 127 eA 101 mB 30 mB 29 ID 66 IC 118 dA
INPA R972 72 gE 96 mD 123 iC 130 gC 193 fA 153 bB
INPA R974 62 gC 166 iA 73 jC 89 iB 100 iB 56 gC
INPA R976 37 hC 74 mB 125 iA 84 iB 86 jB 55 gC
INPA R980 45 hD 182 hA 36 mD 139 B 116 iC 105 eC
INPA R986 134 eA 115 IB 135 hA 125 gB 150 hA 133 cA
INPA R989 173 dB 128 IC 193 fA 120 gC 72 ID 91 eD
INPA R995 45 hC 178 hA 160 gA 20 ID 91 jB 94 eB
INPA R997 232 bB 319 dA 154 hC 96 iE 133 hD 230 aB
INPA R1037 234 bA 228 fA 114 iB 114 hB 81 jC 122 dB
INPA R1043 75 gC 205 gA 19 mD 144 B 155 hB 163 bB
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Tabela 22: Concentracdo de células estimadas em cadmara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com gasolina como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R1044 74 gb 110 IC 25 mE 103 hC 154 hB 226 aA
INPA R1048 98 fC 150 iA 101 iC 92 iC 87 jC 126 dB
INPA R1051 110 fB 161 iA 105 iB 104 hB 119 iB 124 dB
INPA R1052 64 gb 91 mC 144 hA 108 hB 90 jC 64 fD
INPA R1053 11 iC 39 nB 26 mB 28 IB 94 jA 102 eA

INPA R1062 97 fE 318 dC 399 aA 370 aB 271 dD 35 hF
INPA R1063 34 hD 320 dB 413 aA 316 bB 408 aA 172 bC
INPA R1077 189 cA 96 mC 51 IE 84 iD 120 iB 130 dB
INPA R1081 257 aB 338 cA 100 iD 109 hD 89 jD 171 bC

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minGsculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

Os isolados mostrados na Tabela 22, foram submetidos ao teste com a fonte de
carbono querosene, quando comparados entre os tratamentos com 24h de incubacgdo
obteve destaque, apresentando um ndmero maior de células, o isolado INPA R1037
(366 UFC.mL™) e com menor concentragdo o isolados INPA R974 (9 UFC.mL™?), com
48h o maior nimero foi obtido pelo INPA R1051 (518 UFC.mL™) e o menor pelo
isolado INPA R293 (43 UFC.mL™), com 72h as maiores concentracdes foram do INPA
R1063 (286 UFC.mL™) e INPA R1077 (287 UFC.mL™) e a menor foi de 31,00
UFC.mL? do isolado INPA R1053. Em 96h, o INPA R970 apresentou uma
concentragdo de 319 UFC.mL™ e menor concentragio de 20 UFC.mL™, do isolado
INPA R267. Com 120h, o maior nimero foi do INPA R1063 (205 UFC.mL™), que
novamente se destacou e com 144h o isolado INPA R332 obteve 302 UFC.mL™, com a
menor concentragio apresentada pelo INPA R318 (11 UFC.mL™).

Apesar de os isolados com altas concentragdes celulares se destacarem entre 0s
tratamentos em cada horario citado (Tabela 22), foi verificado os picos celulares
(quantidade) entre as horas e observado que o INPA R1037 apresentou 0 maior pico
com 48h de incubacédo e o INPA R1063 com 72 horas.

Tabela 23: Concentragdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liquido, com querosene como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
105 UFC.mL™*

INPA R267 39 mB 58 0A 36 mC 20 jC 18 iC 17 jC
INPA R281 83 iD 62 oE 109 hC 121 eC 173 bA 156 dB
INPA R293 29 mC 42 oC 72 JjA 54 iB 53 gB 53 iB
INPA R302 32 mB 51 0A 35 mB 37 iB 30 hB 27 jB
INPA R307 30 mD 78 nC 125 hB 71 hC 158 cA 137 dB
INPA R315 59 ID 116 IB 157 fA 72 hD 89 eC 120 eB
INPA R316 133 hA 94 mB 62 IC 51 iD 62 gC 45 iD
INPA R318 282 cA 292 dA 189 dB 23 jC 17 iC 11 jC

INPA R325 82 jC 156 hA 94 iB 104 fB 147 cA 140 dA
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Tabela 23: Concentragdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liquido, com querosene como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R332 75 IE 123 jC 95 iD 111 fC 158 cB 302 aA
INPA R555 47 mB 76 nA 70 1A 62 hA 49 gB 43 iB
INPA R672 185 B 246 fA 151 fC 126 eD 88 eE 81 gE
INPA R689 280 cA 136 iB 83 jC 52 iD 51 gb 39 iD
INPA R699 149 gC 256 fA 190 dB 128 eD 62 gE 36 iF
INPA R710 179 fC 285 dA 209 cB 55 iD 36 hE 25 jE
INPA R713 45 mD 62 oC 187 dA 85 gB 74 B 80 gB
INPA R720 160 gB 95 mC 203 cA 86 gC 69 fD 37 iE
INPA R729 202 eA 107 IC 151 B 112 fC 101 eC 59 hD
INPA R733 124 hB 152 iA 54 ID 49 iD 56 gD 95 fC
INPA R734 235 dA 135 iC 156 B 86 gD 80 fD 61 hE
INPA R741 145 gB 176 hA 145 gB 69 hC 66 fC 43 iD
INPA R751 298 bA 162 hB 170 eB 72 hC 69 fC 56 iC
INPA R770 215 eB 342 cA 168 eC 119 eD 78 fE 62 hE
INPA R779 191 B 307 dA 159 fC 127 eD 84 eE 62 hF
INPA R781 157 gC 203 gB 236 bA 140 dD 85 eE 61 hF
INPA R782 180 B 303 dA 117 hC 108 fC 75 fD 44 iE
INPA R783 201 eB 274 eA 153 fC 83 gD 72 fD 43 iE
INPA R784 181 fA 192 gA 94 iB 53 iC 30 hD 24 iD
INPA R791 167 gC 248 fA 209 cB 151 dD 90 eE 62 hF
INPA R796 320 bA 166 hB 139 gC 105 fD 93 eD 78 gE
INPA R798 219 eB 408 bA 125 hC 103 fD 51 gE 46 iE
INPA R803 40 mC 93 mB 115 hA 110 fA 87 eB 91 B
INPA R969 39 mD 124 jB 90 iC 162 cA 110 dB 35 iD
INPA R970 19 nC 90 mB 80 jB 319 aA 83 eB 28 jC
INPA R972 57 IC 63 oC 63 IC 66 hC 118 dB 141 dA
INPA R974 9 nE 126 jB 74 jC 168  cA 119 dB 31 jD
INPA R976 60 IC 97 mB 114 hA 109 fA 119 dA 91 B
INPA R980 125 hB 101 mC 138 gA 147 dA 112 dc 55 iD
INPA R986 69 IB 73 nB 123 hA 134 dA 122 dA 111 fA
INPA R989 106 iC 294 dA 159 B 62 hD 35 hE 24 jE
INPA R995 35 mE 154 hA 85 iD 108 fC 135 dB 34 jE
INPA R997 67 ID 138 iB 185 dA 124 eC 150 cB 178 cA
INPA R1037 366 aB 400 bA 222 bC 64 hD 41 hE 38 iE
INPA R1043 16 nE 65 oD 66 ID 148 dB 116 dC 214 bA
INPA R1044 71 IC 90 mB 65 IC 101 B 181 bA 92 B
INPA R1048 229  dA 197 ¢B 135 gC 69 hD 58 gD 42 iE
INPA R1051 132 hB 518 aA 117 hB 50 iD 90 eC 40 iD
INPA R1052 152 gB 162 hB 201 cA 64 hC 75 fC 47 iD
INPA R1053 11 nD 71 nB 31 mC 30 jC 122 dA 22 jC
INPA R1062 133 hB 173 hA 188 dA 112 fC 87 eD 82 gD
INPA R1063 142 hD 190 gC 286 aA 214 bB 205 aB 188 cC
INPA R1077 161 gB 163 hB 287 aA 48 iC 59 gC 52 iC

INPA R1081 129 hC 183 gB 135 gC 116 D 102 eD 215 bA

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

Os isolados de rizébio, quando testados com fonte de carbono nafta (Tabela 23),
e comparados entre os tratamentos, com 24h de incubacdo foi destacado com maior
numero celular, o isolado INPA R779 (420 UFC.mL™) e com menor concentragdo o
isolado INPA R267 (3 UFC.mL™). Com 48h, a maior concentragio foi obtida pelo
INPA R713 (354 UFC.mL™) e a menor foi INPA R293 (17 UFC.mL?). Em 72h, o
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isolado INPA R734 apresentou uma quantidade de 253 UFC.mL™, tendo o INPA R293,
com uma baixa concentragéo celular de 10 UFC.mL™, em 96, 120 e 144 o INPA R1037
apresentou concentragdes variando de 208 a 329 UFC.mL™, tendo a menor quantidade
celular desses trés tempos de 1 UFC.mL™.

O isolado INPA R1037 que se destacou por apresentar elevada concentracdo
celular entre os trés ultimos tempos de incubagdo, foi verificado o pico maior

quantidade celular com 144h de incubag&o.

Tabela 24: Concentracdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liquido, com nafta como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
105 UFC.mL*

INPA R267 3 oB 22 0A 13 pA 6 oB 2 nB 1 nB
INPA R281 79 IC 61 ID 133 fA 128 eA 107 fB 113 B
INPA R293 33 nA 17 oB 10 pC 9 oC 7 nC 2 nC
INPA R302 20 oB 22 oB 36 nA 41 mA 29 mB 25 mB
INPA R307 17 oD 47 mC 115 hA 114 fA 83 hB 78 hB
INPA R315 76 IC 80 iC 201 cA 88 hB 64 iD 25 mE
INPA R316 135 gB 342 bA 141 eB 71 iD 60 jE 88 hC
INPA R318 148 gA 101 iC 82 iD 117 B 66 iE 49 IF
INPA R325 69 1A 61 IB 20 oC 60 jB 22 mC 53 IB
INPA R332 134 gD 191 eB 202 cA 164 cC 100 fE 77 hF
INPA R555 18 oD 19 oD 13 pD 129 eA 67 iC 77 hB
INPA R672 106 iA 94 iB 66 IC 66 iC 69 iC 58 jC
INPA R689 78 ID 210 dA 29 nE 130 eB 117 eC 104 fC
INPA R699 107 iA 99 iA 66 IC 83 hB 87 gB 65 iC
INPA R710 248 cA 92 iB 61 IC 43 ID 38 ID 35 mD
INPA R713 138 gC 354 aA 183 dB 123 fC 45 IE 108 fD
INPA R720 199 eB 241 cA 193 cB 139 dC 118 eD 118 eD
INPA R729 62 mC 79 iB 131 fA 61 jC 76 hB 44 ID
INPA R733 240 cA 131 gB 86 iC 58 jE 75 hD 37 mF
INPA R734 68 IE 149 fB 253 aA 62 jE 75 hD 127 eC
INPA R741 126 hA 121 hA 75 jC 68 jE 91 gB 62 jD
INPA R751 169 fA 63 IC 110 hB 69 iC 39 ID 33 mD
INPA R770 33 nA 35 nA 33 nA 32 mA 28 mA 28 mA
INPA R779 420 aA 105 iB 30 nE 94 hC 65 iD 35 mE
INPA R781 184 eA 79 jiC 129 B 38 mD 79 hC 45 ID
INPA R782 120 hA 65 IC 65 IC 81 hB 69 iC 56 iD
INPA R783 104 iB 117 hA 44 mD 105 gB 79 hC 50 ID
INPA R784 143 gA 115 hB 86 iC 87 hC 80 hC 67 iD
INPA R791 123 hB 146 fA 65 ID 40 mE 71 iD 101 gC
INPA R796 218 dA 76 iB 65 IC 59 iD 54 iD 51 ID
INPA R798 176 fA 118 hB 65 ID 49 IE 85 gC 61 jD
INPA R803 337 bA 102 iC 144 eB 62 jD 69 iD 31 mE
INPA R969 73 IC 129 gB 123 gB 134 eA 128 dB 138 dA
INPA R970 102 iC 154 fA 49 mE 115 B 82 hD 29 mF
INPA R972 95 iD 185 eA 43 mE 148 dC 170 bB 103 fD
INPA R974 48 mE 37 nF 187 dA 133 eB 108 fC 83 hD
INPA R976 49 mE 125 gB 175 dA 105 eB 90 gD 98 gC
INPA R980 64 mC 59 IC 120 gA 116 fA 108 fB 69 iC
INPA R986 40 nF 90 iD 113 hC 162 cB 59 jE 178 cA
INPA R989 54 mD 48 mD 107 hC 99 gC 127 dB 149 dA
INPA R995 54 mE 66 ID 73 jiD 88 hC 159 cA 101 gB
INPA R997 164 fC 97 iE 153 eD 188 bB 54 jF 200 bA
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Tabela 24: Concentracdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liquido, com nafta como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

INPA R1037 86 jD 121 hC 118 gC 208 aB 208 aB 329 aA
INPA R1043 114 iB 226 dA 49 mD 29 mE 79 hC 77 hC

INPA R1044 82 IE 178 eA 36 nF 138 dB 111 fC 94 gb
INPA R1048 91 jF 158 fA 124 gb 146 dB 114 fE 131 eC
INPA R1051 138 gC 183 eA 125 gb 38 mE 31 mE 164 cB
INPA R1052 210 dB 240 CA 73 jD 117 fC 53 JE 71 iD
INPA R1053 115 iD 155 fA 60 IE 146 dB 126 dC 147 dB
INPA R1062 19 oC 26 oC 23 oC 20 nC 37 B 60 JA
INPA R1063 120 hC 131 gB 204 cA 49 IE 49 IE 92 gb
INPA R1077 134 gC 185 eB 221 bA 185 bB 118 eD 109 fE
INPA R1081 93 jC 124 gA 87 iD 101 gB 66 iE 81 hD

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

Com a fonte de carbono 6leo lubrificante, os isolados, quando comparados entre
os tratamentos com 24h de incubacgdo, obteve maior quantidade de células o isolado
INPA R970 (321 UFC.mL1) e menor concentragdo o isolado INPA R972 (25 UFC.mL"
1). Com 48h, o INPA R689 obteve uma concentragdo de 362 UFC.mL™ tendo como
menor o isolado INPA R976 (49 UFC.mL™). Nos tempos de 72 e 96h, o INPA R1044
obteve as maiores concentracbes entre os tratamentos, ndo havendo diferenca
significativa entre as concentraces obtidas (296 e 258 UFC.mL™) e com 120h o INPA
R332, INPA R713 e INPA R1063 variaram entre 218 a 226 UFC.mL™ , tendo o isolado
INPA R316 com menor concentragdo (31 UFC.mLY)e com 144h os isolados INPA
R997(128 UFC.mL™) e INPA R1044 (225 UFC.mL™) se destacaram, pois continham o
maior nimero de células e o menor ficou de 15 UFC.mL™, apresentado pelo isolado
INPA R293.

Esses isolados que se destacaram com concentracdes elevadas de células entre os
tratamentos de cada horario citado, quando verificado os picos que tiveram maior
namero de células entre as horas, foi observado que o INPA R1044 apresentou 0 maior
pico de crescimento com 72h de incubagéo (Tabela 24).

Tabela 25: Concentragdo de células estimadas em camara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com 6leo lubrificante como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
10°UFC.mL*!
INPA R267 72 IB 93 gB 78 B 80 B 127 dA 92 dB
INPA R281 134 hA 118 B 144 cA 146 cA 140 dA 114 cB
INPA R293 94 jA 96 gA 60 gB 35 hC 96 fA 15 gD
INPA R302 77 IC 109 gB 128 dA 115 eB 49 hD 100 dB
INPA R307 132 hB 98 gC 101 eC 183 bA 89 fC 51 fD
INPA R315 98 jC 105 gC 146 cA 118 eB 94 fC 129 cB
INPA R316 179 fA 119 B 37 hD 33 bA 31 hD 69 fC
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Tabela 25: Concentragio de células estimadas em cadmara de Neubauer (10° UFC.mL™), em meio
liguido, com 6leo lubrificante como fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R318 174 fA 152 eB 44 hD 59 gb 83 fC 85 eC
INPA R325 122 iC 101 gb 117 dc 159 cB 102 eD 183 bA
INPA R332 153 gB 132 fC 120 dc 114 eC 218 aA 77 eD
INPA R555 78 IC 110 gB 60 gb 86 fC 158 cA 115 cB
INPA R672 97 jC 150 eA 133 dB 160 cA 92 fC 76 eD
INPA R689 96 jC 362 aA 172 bB 114 eC 58 gE 127 cC
INPA R699 149 gA 145 eA 132 dB 131 dB 114 eB 75 eC
INPA R710 205 eB 247 bA 79 fC 67 gC 69 gC 80 eC
INPA R713 92 iD 120 fC 90 eD 156 cB 220 aA 109 dC
INPA R720 101 iB 130 fA 131 dA 119 eA 80 B 94 dB
INPA R729 90 iD 160 eA 125 dB 111 eC 83 fD 99 dC
INPA R733 200 eA 84 hC 129 dB 61 gb 42 hD 74 eC
INPA R734 111 iB 150 eA 135 dA 135 dA 123 dB 63 fC

INPA R741 34 nB 127 fA 119 dA 115 eA 104 eA 108 dA
INPA R751 54 mD 183 dA 106 eC 183 bA 192 bA 127 cB

INPA R770 106 jC 193 cA 138 dB 151 cB 131 dB 84 eD
INPA R779 79 ID 166 dA 135 dB 109 eC 91 fC 71 eD
INPA R781 85 ID 175 dA 172 bA 154 cA 124 dC 63 fE
INPA R782 85 IC 175 dA 169 bA 155 cA 124 dB 64 fD
INPA R783 120 iC 177 dA 139 dB 114 eC 139 dB 105 dC
INPA R784 87 jB 147 eA 89 eB 64 gC 85 B 67 fC
INPA R791 65 IC 163 eA 143 cA 110 eB 148 cA 77 eC
INPA R796 137 hC 173 dA 146 cB 133 dC 122 dC 101 db
INPA R798 38 nD 166 dA 158 bA 126 eB 168 cA 68 fC
INPA R803 89 jC 104 gC 120 dB 114 eB 121 dB 136 CA
INPA R969 165 B 202 cA 85 fD 124 eC 129 dC 104 dD
INPA R970 321 aA 97 gC 71 fD 139 dB 139 dB 63 fD
INPA R972 25 nD 66 hC 116 dA 96 B 86 B 108 dA
INPA R974 244 dA 93 gC 48 hD 137 fC 130 dB 96 dC
INPA R976 47 mD 49 iD 153 cA 106 eB 93 fC 77 eC
INPA R980 290 bA 110 gb 96 eD 145 cB 121 dC 92 db
INPA R986 64 IC 52 iC 127 dA 145 cA 102 eB 116 cB
INPA R989 133 hA 71 hB 84 fB 84 B 96 B 88 dB
INPA R995 250 dA 115 fC 65 gE 94 D 182 bB 36 gF
INPA R997 153 gB 160 eB 101 eD 128 eC 119 dC 212 aA
INPA R1037 157 gB 211 cA 29 hD 38 hD 58 gC 60 fC
INPA R1043 276 cA 139 fC 77 fE 99 fD 95 fD 193 bB
INPA R1044 162 gE 203 cD 296 aA 258 aB 104 eF 225 aC
INPA R1048 165 B 225 bA 94 eC 90 fC 68 gb 101 dC
INPA R1051 202 eA 106 gB 70 fC 85 gC 119 dB 120 cB
INPA R1052 201 eB 223 bA 72 fC 70 gC 64 gC 54 fC
INPA R1053 134 hB 160 eA 62 gb 109 eC 91 fC 80 eD
INPA R1062 113 iA 65 hB 124 dA 111 eA 106 eA 22 gC
INPA R1063 120 iC 149 eB 163 bB 132 dcC 226 aA 74 eD
INPA R1077 75 IB 121 fA 113 dA 88 B 84 B 92 dB

INPAR1081 210,33 eA 148,67 eC 86,67 fD 134,33 dC 86,00 fD 178,00 bB

1- As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minUsculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

O aumento na capacidade de biodegradagéo de hidrocarbonetos que ocorrem nas
populacbes de micro-organismos autoctones, em ambientes poluidos por derivados de

petréleo, é chamado de adaptacdo (SPAIN et al., 1980). Essa adaptagéo resulta em um
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aumento da proporcdo de degradacdo dos hidrocarbonetos e pode ocorrer por trés
mecanismos inter-relacionados: Inducdo e/ou desrepressdo de enzimas especificas,
mudancas genéticas que resultam na aquisicdo de novas atividades metabdlicas e
enriquecimento seletivo de organismos capazes de transformar os compostos (LEAHY
e COLWELL, 1990).

Os resultados dos isolados de rizobactérias testados, nas seis fontes de carbono
(manitol, 6leo diesel, gasolina, querosene, nafta e Oleo lubrificante) com relacdo a
concentracdo de células, observa-se que quando utilizado o manitol, com 24 horas de
incubagdo a maior média entre os tratamentos foi de 293 UFC.mL? e quando
comparada essa média com os combustiveis utilizados, verificou-se que com excessao
da gasolina que apresentou uma média de 257 UFC.mL, todos os outros apresentaram
médias superiores chegando a 420 UFC.mL™ com a fonte de carbono nafta. Apesar do
controle ter o maior niumero de isolados que se destacaram entre os tratamentos e as
horas investigadas, nota-se que as médias da maioria dos isoados testados nas demais
fontes de carbono, séo superiores ao controle.

Quando comparado também o teste do Diclorofenol Indofenol — DCPIP visual
com o quantitativo de células, nota-se que alguns micro-organismos apresentaram alta
descoloracdo e baixa média relacionada ao nimero de células e em outros casos baixa
descoloracdo e alto niumero de células, como é o caso do isolado INPA R779, que
apresentou uma baixa nota de descoloracdo visual (Nota 01) e uma média elevada de
células de 470 UFC.mL™ em 24h de incubacéo, com a fonte de carbono nafta, conforme
tabela 23 e tabela 24. O alto indice de descoloracdo, pode ndo estar associado a um
namero elevado de micro-organismos, e isso pode indicar que alguns micro-
organismos, quando atuam em quantidades populacionais baixas, podem possuir boa
capacidade para biodegradabilidade. Esses resultados sdo semelhantes aos descritos por
Souza et al. (2010) que demosntraram a capacidade de 90% de seus isolados para a
degradacéo de gasolina comercial. Muitos outros trabalhos envolvendo o uso do corante
DCPIP utilizaram bactérias (MARIANO et al., 2008; FURLAN, 2011). Cruz (2013), ao
avaliar a capacidade de degradacdo de Bacillus subtilis em solo contaminado,
demonstrou através de ensaios de DCPIP que o petr6leo é menos biodegradavel quando
comparado com o diesel e o biodiesel. Lopes (2014) observaram que a bacteria P.
aeruginosa possui grande capacidade de metabolizar 6leo lubrificante, proporcionando
maior taxa de biodegradacdo deste composto em comparacdo ao tratamento sem a

bioaumentacéo.
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Portanto, esses resultados corroboram com Weber e Santos (2013) quando esses
afirmam que a biorremediagdo é a alternativa bioldgica mais correta e eficaz para o
tratamento de ambientes contaminados por estas substancias de dificil degradac&o, estes
consorcios de rizobactérias demonstram a 6tima capacidade na degradacao de petroleo e

seus derivados.

4.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS SELECIONADOS NO
TESTE DO DCPIP.

A partir do sequenciamento da regido do gene 16s rRNA foram identificados os
seguintes géneros, conforme a tabela 26.

Tabela 26 - ldentificacdo dos isolados com base na comparacdo de sequéncia de 16
rDNA obtida com outras depositadas no banco de dados GenBank (analise BLASTn).

Isolados Resultado BLASTn Identidade (%) NUmero de acesso
INPA R302 Paenibacillus sp. 99 DQ3424561
INPA R332 Rhizobium sp. 99 KM4337361
INPA R555 Bradyrhizobium sp. 100 KJ1254011
INPA R713 Rhizobium sp. 100 TJ167789789

4.5 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES PELOS CONSORCIOS FORMADOS

Os surfactantes sdo moléculas anfipéaticas constituidas de uma porcao
hidrofébica e uma porcao hidrofilica. A porcdo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porcao polar pode ser i6nica (anidnica ou catibnica), ndo-
ibnica ou anfotérical. Alguns exemplos de surfactantes i6nicos utilizados
comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de &cidos graxos (anidnicos) e
sais de amonio quaternario (catiébnico). Em funcéo da presenca de grupos hidrofilicos e
hidrofébicos na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo). A
formacéo de um filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensdo interfacial e
superficial, sendo responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes (NITSCHKE
e PASTORE, 2002). Muitos microrganismos possuem capacidade enzimatica para
degradar hidrocarbonetos existentes no petréleo (ATLAS, 1995). Diante disso, o

petréleo foi escolhido para a realizacdo desse teste, devido a predomininancia de
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hidrocarbonetos existentes em sua composi¢do quimica, pois estes sdo utilizados como
indicadores de polui¢do quando ha derramamentos em aquiferos ou no solo.

A partir de testes realizados com 169 isolados de rizdbactérias capazes de
crescerem em meio solido e liquido contendo derivados de petréleo (gasolina, nafta,
oleo diesel, 6leo lubrificante e querosene), 04 foram seleciona por possuirem essa
capacidade de crescimento e degradacdo quando testados em todos os derivado
descritos e destes formados 05 consorcios. Através da realizagdo de uma investigacao
da capacidade desses isolados em produzir biossufactantes e estes por poderem ser
produzidos em substratos sollveis em agua, foram cultivados em meios liquidos (SYM
e INPA), contendo petréleo como fonte de carbono.

J& foi possivel visualizar a atividade de emulsificante do tipo 4gua em dleo
(A/O) pela formacédo de espuma com aparéncia de bolhas, entre a fonte de carbono e o
sobrenadante logo apds os primeiros minutos do teste. Alguns tratamentos apresentaram
uma alta espessura da camada emulsificante, os isolados INPA R555, R713, no meio
SYM e todos os Consorcios no SYM com valores de 2,07cm a 9,36¢cm e, no meio INPA
com 2,65cm a 9,14cm. Ja os isolados INPA R302 e R332 apresentaram espessura de CE
moderadas no meio SYM com 1,07cm e 1,45cm, e no meio INPA a CE foi considerada
baixa para os mesmos isolados (0,78cm e 0,88cm) e moderada para INPA R555 e R713
(1,17cm e 1,92cm). Apds 48 horas de repouso essa camada tornou-se mais visivel,
sendo consideradas altas em todos os tratamentos. Variando de 4,97cm a 12,23cm, para
0 Consorcio 01 e Consorcio 05, respectivamente, no meio SYM e de 3,66cm a 11,15cm
nos tratamentos INPA R302 e Consércio 05, no meio INPA, conforme convencdo
adotada por Matsuura (2004) descritos na tabela 27. Demonstrando assim que 0s
microrganismos utilizados se adaptaram ao meio de cultura com as fontes de carbono
utilizadas. Esses resultados sdo similares aos descritos por Cauper et al. (2017), quando
estes avaliaram o potencial de producdo de biossurfactantes de 15 rizébios isolados da
rizosfera de plantas leguminosas. Estes autores relataram que 3 isolados destacaram-se
por apresentarem uma média boa em seu indice emulsificante (UNIP R19 1,58052;
UNIP R21 1,50772 e UNIP R22 1,55877). A producdo de biossurfactantes também foi
demonstrada por amostras de fungos isolados de residuos oleosos, dos quais 17

apresentaram atividade de producdo apos 14 dias de fermentacdo (SPERB, 2015).
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Tabela 27: Espessura da camada emulsificante (CE) de estirpes de rizobactérias usando
duas solucdes de sais diferentes e petréleo como fontes de carbono.

CE
Tratamentos SYM INPA
cm

Controle 0,00 B 0,00 B
INPA R302 5,84 A 3,66 A
INPA R332 6,32 A 521 A
INPA R555 6,50 A 4,17 A
INPA R713 7,37 A 5,82 A
Consorcio 01 4,97 A 7,96 A
Consorcio 02 6,22 A 6,23 A
Consorcio 03 5,16 A 6,93 A
Consorcio 04 5,96 A 5,72 A
Consorcio 05 12,23 A 11,15 A

Nota de Avaliagdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura
(2004)

Para avaliacdo da atividade emulsificante (densidade Optica, Tabela 28), foram
medidos os valores de absorbancia do éleo em agua - O/A (Figura 1), que é definida
como a quantidade de biossurfactantes necessaria para aumentar a absorbancia em 1,0
unidade a 610 nm, os tratamentos ndo apresentaram quantidades altas de emulsificantes
nos meios analisados. As 48 horas de ensaio, os Consércios 03 e 04 apresentaram
atividade moderada com 0,74U e 0,70 U, no meio SYM e os Consorcios 02 e 04 com
0,73U e 1,04 U, no meio INPA (Tabela 28).

Tabela 28: Densidade Optica - Atividade emulsificante de estirpes de rizobactérias
usando duas solucdes de sais diferentes e petroleo como fonte de carbono.
Oleo em &gua

Tratamentos SYM INPA
U

Controle 0,03 B 0,03 B
INPA R302 0,19 B 0,07 B
INPA R332 0,33 B 0,02 B
INPA R555 0,20 B 0,03 B
INPA R713 0,32 B 0,07 B
Consorcio 01 0,27 B 0,10 B
Consorcio 02 0,34 B 0,73 M
Consorcio 03 0,74 M 0,51 B
Consorcio 04 0,70 M 1,04 M
Consorcio 05 0,20 B 0,55 B

Nota de Avaliacdo - A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura (2004)

O indice de emulsificacdo (IE) e a estabilidade da emulsdo sdo importantes para
avaliacdo do poder emulsificante (COSTA, 2005). Como visto na tabela 29, onde todos
0s tratamentos testados produziram camadas significativas desses emulsificantes,
conforme pode se observar pela comparacdo com a camada formada pelo tratamento

controle. Segundo Matsuura (2004), as camadas emulsificantes formadas por todos
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esses isolados sdo classificadas como altas (bem espessas). Essas camadas
emulsificantes influenciam diretamente no indice de Emulsificacao.

Ao analisar a tabela 29 com o indice de emulsificacdo de cada tratamento nos
meios SYM e INPA, observou-se que houve diferenca significativa entre 0s meios,
refletindo estatisticamente ao verificar qual dos dois formou indice de emulsificacdo e
estabilidade de emulsificantes hidrofdbicos.

Os IE% formados no meio SYM variaram entre 2,24 a 21,54 % (inicial) e 12,33
a 29,31 % (final), enquanto que no o meio INPA de 1,50 a 21,01 % (inicial) e 7,21 a
27,46 % (final), sendo o Consorcio 05 o melhor tratamento nos meios testados com
petroleo como fonte de carbono. Em todos os tratamentos as emulsGes foram estaveis
apresentando no periodo de 0 a 48 horas, elevacdo do IE% (Figuras 17 e 18).

Tabela 29: indice de Emulsio de rizobactérias

SYM INPA
Tratamentos —
% Inicial
Controle 0,00 fA 0,00 hA
INPA R302 2,24 eA 1,50 gA
INPA R332 2,71 eA 1,78 gA
INPA R555 8,41 bA 3,66 eB
INPA R713 6,97 cA 2,33 fB
Consorcio 01 4,78 dB 5,93 dA
Consorcio 02 6,28 cB 8,13 cA
Consorcio 03 4,70 dB 7,45 cA
Consorcio 04 6,59 cB 10,37 bA
Consorcio 05 21,54 aA 21,01 aA
% Final

Controle 0,00 eA 0,00 iA
INPA R302 13,20 dA 7,21 hB
INPA R332 12,81 dA 11,18 B
INPA R555 13,20 dA 8,72 gB
INPA R713 16,69 bA 12,29 fB
Consorcio 01 12,33 dB 19,20 bA
Consorcio 02 14,07 dA 15,06 dA
Consorcio 03 12,61 dB 16,97 cA
Consorcio 04 14,94 cA 13,79 eA
Consorcio 05 29,31 aA 27,46 aB

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 17: Indice de Emulsificacdo (IE) de diferentes tratamentos em Meio SYM
com petréleo como fonte de carbono, com biossurfactante de rizobactérias.
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Figura 18: Indice de Emulsificacdo (IE) de diferentes tratamentos em Meio INPA com
petréleo como fonte de carbono, com biossurfactante de rizobactérias.

O pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido
aos efeitos dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e,

indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na

114



solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser toxicos aos micro-
organismos (JACQUES et al., 2007).

Na tabela 31 sdo apresentados resultados obtidos para pH, podendo-se observar
que valores iniciais de pH variou ao utilizar o meio SYM de 7,26 a 7,49 e no meio
INPA de 6,53 a 6,67. Ap0s 48 horas foi observado a varia¢do do pH final no meio SYM
de 7,58 a 8,06 e INPA de 6,57 a 6,87, indicando com isso, neutralidade, todos contendo
petroleo como fonte de carbono e com producao de biomassa.

Micro-organismos degradantes de petroleo sdo mais abundantes em ambientes
com pH entre 6,0 e 8,0, sendo os fungos mais resistentes as condi¢des de pH acido
(LEAHY e COLWELL, 1990).

Algumas caracteristicas apresentam vantagens sobre o0s surfactantes
convencionais como tolerdncia a temperatura, pH e forca ibnica. Alguns
biossurfactantes apresentam elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser
utilizados em ambientes com condi¢des mais drasticas. O lipopeptidio de B.
licheniformis JF-2 € estavel a temperaturas em torno de 75°C por até 140 h e pH entre 5
e 12 (NITSCHKE e PASTORE 2002). De acordo com esses parametros, mesmo
havendo variacdes de pH entre 4 e 7 nas amostras com 0s meios salinos (INPA e SYM)
e com a fonte de carbono (petréleo), os valores obtidos estdo dentro da faixa de pH ideal
(Tabela 31).

Tabela 30: Avaliacdo do pH durante o teste de avaliagdo do potencial de emulsificacdo
— Meio SYM e/ou INPA com petréleo e indculo

pH

Tratamentos SYM INPA
Inicial Final Inicial Final
Controle 7,26 7,58 6,59 6,57
INPA R302 7,36 7,70 6,67 6,72
INPA R332 7,26 7,96 6,53 6,87
INPA R555 7,36 7,79 6,65 6,77
INPA R713 7,37 7,90 6,66 6,75
Consorcio 01 7,49 8,06 6,66 6,61
Consorcio 02 7,44 7,93 6,67 6,64
Consorcio 03 7,38 7,96 6,65 6,56
Consorcio 04 7,32 8,00 6,62 6,58
Consorcio 05 7,45 8,02 6,67 6,74

Resultados semelhantes foram descritos por Cauper et al. (2017) que também ao
realizar testes com rizobactérias, observaram que, dentre os 15 isolados estudados, a
maioria apresentaram atividade emulsificante em 1 minuto ap6s a montagem do teste de

colapso da gota. Outros espécies de bactérias foram testadas por Larik et al. (2018).
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Estes mesmos descreveram taxas de degradacdo significativas, 88,5 e 71,8%, e
excelente potencial para a produgdo de biossurfactantes por Stenotrophomonas
maltophilia (ensaio de deslocamento de 6leo = 6 mm; tenséo superficial = 33,9 e 34,4 m
N m?). Decesaro et al. (2013) ao avaliar a producio de biossurfactantes por
microrganismos isolados de solo contaminado com oOleo diesel afirmaram que o0s
microrganismos identificados que s&o comumente isolados em solos contaminados com
residuos oleosos, podendem estar envolvidos nos processos de biodegradacdo destes e

na producao de biossurfactantes.

4.6 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO EM DIFERENTES
CONDICOES DE SOLO

Verificou-se o crescimento das rizobactérias e seus consorcios (Tabela 32), onde
com sete dias de agitacéo o isolado INPA R713 (254,78 UFC x 10?) e o Consorcio 01
(233,33 UFC x 10%) apresentaram crescimento significativo e maior com relagdo aos
demais isolados, sendo que o INPA R332 apresentou 0 menor crescimento (66,00 UFC
x 10%. Com quatorze dias de incubagdo, o Consércio 03 apresentou um alto
crescimento (1228,11 x 10?), atingindo seu pico mais elevado de crescimento e maior
também com relacdo aos demais tratamentos. Aos vinte um dias, com excessdo dos
INPA R302 que apresentou um pequeno aumento no namero de coldnias ( de 53,11
para 69,55 x 10?), os demais diminuiram consideravelmente o nimero de col6nias,
principalmente o consércio INPA R03 (61,78 x 10%) e com vinte e oito dias todos os
tratamentos apresentaram crescimento menor se comparados aos demais periodos
analizados. Essas informacdes estdo confirmadas na figura 19, onde se destaca o maior
pico de crescimento dos Consorcio 02 e 03 e 0s picos mais baixos com vinte e oito dias
de incubacao.

Com relacdo ao tempo de incubagdo, os tratamentos atingiram o apice de
crescimento aos 14 dias de incubacdo, com excecdo do INPA R302 e INPA R713 que
obtiveram maior crescimento aos 7 dias. O Consércio 03 apresentou a maior média

entre os tratamentos, seguido pelo Consdrcio 02.
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Tabela 31: Crescimento de rizobactérias em solo estéril, utilizando o meio nutricional
INPA, com diluigio de 102

Tratamentos Diluigao 10°
7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias

Controle H,0O 0,00 eA 0,00 iA 0,00 cA 0,00 bA
Controle INPA 0,00 eA 0,00 iA 0,00 cA 0,00 bA
INPA R302 154,33 bA 53,11 hB 69,55 aB 15,44 bC
INPA R332 66,00 dB 108,45 gA 32,89 bC 13,67 bC
INPA R555 167,00 bB 387,33 dA 86,89 aC 7,45 bD
INPA R713 254,78 aA 136,45 B 88,67 aC 31,33 aD
Consorcio 01 233,33 aB 514,22 cA 87,22 aC 44,55 aD
Consorcio 02 91,67 dB 808,34 bA 64,89 aC 43,00 aC

Consorcio 03 127,66 cB 1228,11 aA 61,78 aC 21,22 bD
Consorcio 04 115,33 cB 335,78 eA 70,56 aC 15,67 bD
Consorcio 05 154,67 bA 160,89 fA 23,56 bB 19,00 bB

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minudsculas nas colunas e maitsculas nas linhas.
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Figura 19: Comparativo de crescimento entre os tratamentos, com diluicdo de 102,
utilizando solo estéril e petréleo como fonte de carbono.

Com relagdo ao crescimento dos isolados testados, referentes a diluicdo 10°,
verificou-se que com sete dias de incubacdo, o isolado INPA R 555 (Tabela 33),
apresentou crescimento (341,78 UFC x 10°) significativo e maior com relagdo aos
demais isolados, com o Consorcio 04 apresentando o menor crescimento (71,44 UFC x
10°). Aos quatorze dias de incubagdo, o Consorcio 05 apresentou crescimento mais

elevado (300,56 x 10%), quando comparado aos demais tratamentos e 0s menores
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valores de crescimento foram apresentados pelos isolados INPA R302 (123,89 UFC x
10°), INPA R 555 (137,33 UFC x 10°), INPA R713 (132,89 UFC x 10°) e 0 Consorcios
01 (102,66 UFC x 10°).

Aos vinte um dias, a maioria dos tratamentos apresentaram uma diminui¢do no
numero de colbnias, com excessdo do Consorcio 01 que apresentou um pequeno
aumento no nimero (de 102,66 para 105,00 x 10°). Os demais diminuiram, com o0s
tratamentos INPA R332 (44,78 (123,89 UFC x 10°), Consocio 03 (37,00 UFC x 10°) e
Consorcio 05 (24,33 UFC x 10°) apresentando menores ndmeros de coldnias. Com vinte
e oito dias, a maioria dos tratamentos apresentaram crescimento menor se comparados
aos demais periodos e tratamentos analizados.

Com relacdo ao tempo de incubacdo (Figura 20), a maioria dos tratamentos
(INPA R332, Consorcios 02, 03, 04 e 05) atingiram o apice de crescimento aos 14 dias
de incubacdo, seguidos do INPA R302, 555 e 713 e o Consorcio 01, que obtiveram
maior pico de crescimento aos 07 dias. O tratamento INPA R555 e no tempo de
incubagdo, apresentando a maior média entre os tratamentos, seguido pelo Consércio
05.

Tabela 32: Crescimento de rizobactérias em solo estéril, utilizando o meio nutricional
INPA com diluicéo de 10°

Tratamentos Diluicéo 10°
7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias
Controle H,0O 0,00 fA 0,00 fA 0,00 dA 0,00 dA
Controle INPA 0,00 fA 0,00 fA 0,00 dA 0,00 dA
INPA R302 129,00 dA 123,89 eA 56,44 bB 45,33 cB
INPA R332 188,22 cA 191,56 dA 44,78 cB 54,78 cB
INPA R555 341,78 aA 137,33 eB 73,00 bC 23,67 dD
INPA R713 247,55 bA 132,89 eB 113,78 aB 88,44 bC

Consorcio 01 148,11 dA 102,66 eB 105,00 aB 114,11 aB
Consorcio 02 130,89 dB 232,22 cA 67,67 bC 77,33 bC
Consércio 03 179,11 cB 259,44 bA 37,00 cC 49,78 cC
Consorcio 04 71,44 eB 227,45 cA 77,56 bB 67,56 bB
Consorcio 05 140,33 dB 300,56 aA 24,33 cC 39,67 cC

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas.

118



Solo Esteéril - Dilui¢ao 103

m 7 dias
100 H 14 dias
21 dias
350 m 28 dias
300
250
&)
B 200
]
150
100
50 I
0]

IO INPA INPA INPA INPA INPA Cl1
R302 R332 R555 R713

Tratamentos

Figura 20: Comparativo de crescimento entre os tratamentos, com diluicdo de 10°,
utilizando solo estéril e petroleo como fonte de carbono.

No solo ndo estéril (Tabela 33), aos sete dias de incubacdo o isolado INPA R302
(111,54 UFC x 10% apresentou maior crescimento com relagdo aos demais, e 0
Consorcio 5 apresentou 0 menor crescimento (17,11 UFC x 10?). Aos quatorze dias, 0
Consorcio 01 apresentou crescimento de 2080,45 x 102, atingindo seu pico mais elevado
de crescimento com relacdo ao tempo e maior também com relacdo aos demais
tratamentos. Aos vinte e um dias, o Consércio 04 apresentou nimero de colénias de
2183,77 x 102, e com vinte e oito dias os Consdrcios 04 e 05 apresentaram crescimento
de 2734,89 e 2591,67 UFC x 102, respectivamente.

Com excecéo do sétimo dia, o controle H20 apresentou menor crescimento nos
demais periodos analisados. E ao observarmos o controle INPA, os resultados
demonstram que este apresentou crescimento mais elevado quando comparado aos
tratamentos Consorcios 02 e 04, aos 14 dias de incubacdo, INPA R302, aos 21 dias e
com o Consorcio 05, aos 28 dias. Este cenario pode ser explicado pelo fato do solo nédo
ser esteril e haver competigéo entre as rizobactérias autoctones e as aléctones. Na figura
21 é possivel observar que com relacdo ao tempo de incubacdo, a maioria dos
tratamentos atingiram o auge de crescimento aos 28 dias, com excecdo dos Consorcios

01, 02 e 05, que obtiveram maior crescimento aos 14 e 21 dias, respectivamente.
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Tabela 33: Crescimento de rizobactérias em solo ndo estéril, utilizando o meio
nutricional INPA com diluicio de 102

Tratamentos Diluicdo 10°
7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias
Controle H,O 20,00 aB 602,45 eA 862,45 dA 698,44 gA
Controle INPA 27,45 aB 1298,67 cA 1411,33 cA 1225,45 eA
INPA R302 111,44 aC 1779,89 bA 1044,44 dB 1709,00 dA
INPA R332 25,33 aC 1377,45 cB 1178,23 cB 2305,89 bA
INPA R555 63,78 aC 1549,33 bB 1652,89 bB 2020,22 cA
INPA R713 25,56 aC 1760,89 bA 1277,33 cB 1521,67 dA
Consorcio 01 48,00 aD 2080,45 aA 1200,89 cC 1465,23 dB
Consorcio 02 38,33 aC 1107,56 dB 1857,33 bA 1278,00 eB
Consorcio 03 41,34 aD 1383,67 cC 1857,89 bB 2734,89 aA
Consorcio 04 29,33 aD 1072,89 dC 2183,77 aB 2591,67 aA
Consorcio 05 17,11 aC 1580,33 bA 1349,33 cA 944,89 B
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Figura 21: Comparativo de crescimento entre os tratamentos, com diluicdo de 102,
utilizando solo ndo estéril e petréleo como fonte de carbono.

Com relagéo a analise do solo ndo estéril (Tabela 34), referente a diluigdo 10°,
verificou-se que aos sete dias de incubacdo o Consércio 01 apresentou melhor
crescimento (76,22 UFC x 10°) entre os tratamentos e os menores foram o INPA R555
(8,22 UFC x 10°) e 0 Controle H20 (6,44 UFC x 10°).

Aos quatorze dias de incubacéo, os que apresentaram maior numero de col6nias
foram o Controle INPA (1178,66 UFC x 10°) e o INPA R713 (1270,22 UFC x 10°).
Apesar do crescimento de poucas colénias com sete dias de incubacdo, observou-se que

aos quatorze dias houve um aumento significativo de colonias, mesmo nos controles,
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principalmente no Controle INPA, sugerindo que o0s nutrientes presente no meio ao
juntar com os presentes no solo, favoreceram o crescimento dos micro-organismos ja
presentes no proprio solo.

Com vinte e um dias de incubacéo, verificou-se que os isolados INPA R302
(1178,89 UFC x 10°), INPA R555 (1115,56 UFC x 10°) e o Consoércio 02 (1113,78
UFC x 10°) se destacaram, pois apresentaram maior crescimento entre os tratamentos.
Verificou-se também que o pico de crescimento da maioria dos tratamentos ocorreu
nesse tempo. J& com 28 dias, com excessdo dos Consércios 03, 04 e 05 que aumentaram
consideravelmente a quantidade de col6nias, nos demais houve uma queda significativa
no nimero dessas colénias.

Ao analizar a figura 22, referente aos tempos de incubacéo, verifica-se que a
maioria dos tratamentos apresentou um crescimento significativo com 21 dias de
incubagdo, seguido do 14° dia, sendo que o Consorcio 05 apresentou seu pico de
crescimento com 28 dias e o INPA R713 com 14 dias. Mesmo os controles,
apresentaram um aumento significativo no nimero de Col6nias nesses dias, que apesar
dos nutrientes existentes no solo e no meio INPA e a falta destes na dgua, podemos
observar que a fonte de carbono (petr6leo) acrescentada aos tratamentos demonstrou
gue 0s micro-organismos presentes no solo ou os isolados em laboratério tiveram a
capacidade de utiliza-la para potencializar seu crescimento. Observou-se ainda que ao
adicionar as rizobactérias isoladas, sozinhas ou em consorcios a ja presente microbiota
do solo que houve um aumento significativo em todos os tratamentos, sugerindo com
isso que é possivel e viavel a utilizacdo das rizobactérias isoladas e cultivadas nesse
trabalho de serem utilizadas num processo de biorremediacdo de solos, uma vez que
demonstraram que se adaptaram ao meio de cultura, a fonte de carbono e as condicdes
naturais do solo.

Tabela 34: Crescimento de rizobactérias em solo ndo estéril, utilizando o meio
nutricional INPA com diluicdo de 10°

Tratamentos Diluicdo 10°
7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias

Controle H,0O 6,44 aD 493,66 B 767,56 dA 329,00 gC
Controle INPA 14,44 aD 1178,66 aA 858,22 cB 417,44 gC
INPA R302 37,22 aD 1072,22 bB 1178,89 aA 597,33 fC
INPA R332 34,56 aC 612,22 eB 860,44 cA 813,33 eA
INPA R555 8,22 aD 772,67 dB 1115,56 aA 680,67 fC
INPA R713 34,00 aD 1270,22 aA 946,22 bB 787,00 eC
Consorcio 01 76,22 aD 892,33 cB 1001,22 bA 601,00 fC
Consorcio 02 54,67 aD 420,00 fC 1113,78 aA 890,78 dB
Consorcio 03 27,33 aD 898,67 cB 675,56 dC 1002,89 cA
Consorcio 04 21,67 aD 840,67 cC 972,89 bB 1130,22 bA
Consorcio 05 22,78 aD 885,44 cB 737,33 dC 1384,67 aA
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Figura 22: Comparativo de crescimento entre os tratamentos, com diluicio de 10°,
utilizando solo ndo estéril e petréleo como fonte de carbono

C C5

Ron e Rosenberg (2002) demonstraram a capacidade de micro-organismos
amplamente distribuidos na natureza em utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono
de forma altamente varidvel de acordo com a natureza quimica do composto na mistura

do petroleo, e com as condi¢Ges ambientais adequadas.
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5 CONCLUSOES

Dos 169 isolados de rizdbactérias, 122 apresentaram capacidade de tolerar a
presenca do Oleo diesel no meio, apresentando bom crescimento, quando submetidos
por 15 dias na presenca dessa substancia, 103 com Gasolina, 107 com Nafta, 94 com
querosene e 94 com o6leo lubrificante.

Desses 169 isolados, 29 apresentaram habilidade em utilizar o 6leo diesel, 22
com gasolina, 22 com nafta, 40 com querosene e seis com 6leo lubrificante como fontes
de carbono, pois atingiram a nota de crescimento sugerida (3,06) com seis dias de
crescimento, sendo selecionados 53 isolados no total (INPA R267, 281, 293, 302, 307,
315, 316, 318, 325, 332, 555, 672, 689, 699, 710, 713, 720, 729, 733, 734, 741, 751,
770, 779, 781, 782, 783, 784, 791, 796, 798, 803, 969, 970, 972, 974, 976, 980, 986,
989, 995, 997, 1037, 1043, 1044, 1048, 1051, 1052, 1053, 1062, 1063, 1077 e 1081).

Esses 53 isolados testados nos cinco derivados de petroleo (6leo diesel,
gasolina, querosene, nafta e 6leo lubrificante), quanto a biodegradacdo desses utilizando
a a técnica do indicador redox 2,6 diclorofenol-indofenol — DCPIP, quatro (INPA
R302, 332, 555 e 713), apresentaram descoloracéo total do indicador com até seis dias
de incubacgéo, demonstrando capacidade de degradar os cinco derivados, utilizando-os
como fonte de carbono.

Esse quatro isolados, bem como seus consércios formados por estes, foram
testados quanto a capacidade de producdo de biossurfactantes e verificou-se que com
relacilo a Camada Emulsificante Agua em Oleo (A/O), todos os tratamentos
apresentaram alta espessura, destacando o Consércio 05, com espessura de 12,23 cm
com meio SYM e 11,15 cm com meio INPA, seguidos do isolado INPA R713 (7,37 cm,
meio SYM) e do Consorcio 01 (7,96 cm, meio INPA). Os dados referente aAtividade
Emulsificante Oleo em agua (O/A), apontaram que houve atividade moderada nos
Consorcios 03 (0,74U — SYM) e 04 (0,70U — SYM) e os Consorcios 02 (0,73U — Meio
INPA) e 0 04 (1,04U — Meio INPA). O Consdcio 05 ainda apresentou o melhor indice
de emulsificacdo dentre todos os islados testados, apresentando um indice final de
29,31%, com meio SYM e 27,46 com meio INPA, sugerindo com isso que os dois
meios e a fonte de carbono favoreceram a utilizagdo dos hidrocarbonetos do petroleo
por esses micro-organismos.

Com relacédo a avaliacdo do crescimento microbiano em diferentes condicdes de

solo (estéril e ndo estéril), observou-se no solo estéril que a maior quantidade de
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colonias se deu com a diluicdo UFC x 102, onde os isolados testados apresentaram
crescimento mais elevado com 14 dias de incubacdo, destacando-se os Consoércios 03
(1228 UFC x 10%), 02 (808,34 UFC x 10?) e 01 (514,22 UFC x 10%). Com relagdo ao
solo ndo estéril, os tratamentos apresentaram maior nimero de col6nias na diluicdo
UFC x 10 e na diluicio UFC x 10° verificou-se que a maioria dos tratamentos
apresentou um crescimento significativo com 21 dias de incubacdo, sendo que o
Consorcio 05 (1384,67 UFC x 10°) apresentou seu pico de crescimento com 28 dias e 0
INPA R713 (1270,22) com 14 dias.

Ao adicionar as rizobactérias isoladas ou seus consorcios ao solo ndo estéril,
contendo micro-organismos autoctones, houve um aumento significativo em todos os
tratamentos, apontando dessa forma que 0s micro-organismos aloctones e 0os do meio
ambiente podem ser utilizadas em conjunto num processo de biorremediacdo, uma vez
que demonstraram capacidade de utilizarem o petrdleo como fonte de carbono e boa

adaptacéo aos nutrientes existentes no solo e no meio de cultura.
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CAPITULO 11

DEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO E POTENCIAL PARA PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTES POR FUNGOS DO GENERO Trichoderma
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Trichoderma spp.

DEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO E POTENCIAL PARA
PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR FUNGOS DO GENERO Trichoderma

RESUMO

O processo de biodegradacéo de hidrocarbonetos esta diretamente relacionado com a
producdo de biossurfactantes. As propriedades Unicas dos biossurfactantes como baixa
toxicidade, poder emulsificante e biodegradabilidade justificam sua ampla aplicacéo
industrial e eventual substituicdo dos surfactantes sintéticos. Esse trabalho teve como
objetivo selecionar fungos do género Trichoderma spp. avaliando suas capacidades de
degradacdo e mineralizacdo de hidrocarbonetos do petroleo. A degradacdo dos
derivados de petroleo (gasolina, querosene, nafta, 6leo diesel e dleo lubrificante) pelos
20 isolados de trichoderma foi avaliada de acordo com indicador Diclorofenol Indofenol
— DCPIP, onde as cepas CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1161 e CFAM 1555,
apresentaram degradacdo total em todos os derivados testados. Esses isolados e seus
consorcios formados foram testados quanto a capacidade de producdo de
biossurfactantes utilizando o petréleo como fonte de carbono e apresentado-se estavel
na faixa de pH entre 6,12 a 6,50 meio BH e 5,52 a 5,90 meio INPA. Todos os
tratamentos apresentaram alta atividade emulsificante, Agua em Oleo (A/O) com meio
BH (2,33 cm a 9,60 cm) e no meio INPA também (2,14cm a 9,58cm), com excessao do
CFAM 1143 e do Consorcio 04, que apresentaram valores médios. A atividade
emulsificante Oleo em agua O/A, os fungos ndo apresentaram altas quantidades de
emulsificantes, apresentando baixa atividade nos meios BH, a absorbancia variou de
0,05U a 0,08U e com meio INPA foi entre 0,13U a 0,27U. Com Ohora de incubagéo
alguns isolados ja apresentaram altos indices de emulsificacdo no meio BH, tendo o
C03 com 12,22%, e o C02 com 9,68% no meio INPA, havendo um aumento
significativo dos indices do C03 no meio BH as 48 para 23,42% e no INPA, com Oh
3,55% para 23,94% com 48h, sendo esse Gltimo o maior indice apresentado entre todos
os isolados. Deste modo, considera-se que os isolados estudados apresentaram
importante potencial como produtores de biossurfactantes, principalmente o0s
Consorcios formados, apontando com isso a excelente capacidade de adaptacdo a
fontes de carbono distintas.

Palavras-chave: Fungos; biodegradacéo; biossurfactantes.
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6 INTRODUCAO

A transformacdo e/ou degradagdo de compostos tdxicos para torna-los
ecologicamente inofensivos conhecida como biorremediacédo envolve o emprego de
micro-organismos inerentes ao produto contaminante e ao meio ambiente, ou ainda
lanca mdo de micro-organismos exogenos (JACQUES, 2010; BENNET; FAISON,
1997).

Uma grande variedade de organismos vivos sintetizam compostos com
propriedades emulsificantes, denominados biossurfactantes quando produzidos por
micro-organismos (BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008), os quais sao
polimeros, total ou parcialmente extracelulares (BICCA; FLECK; AYUB, 1999;
BANAT et al., 2010) e, podem ser classificados quimicamente como glicolipidios,
lipossacaridios, lipopeptidios, fosfolipidios, acidos graxos e lipidios neutros (BANAT et
al., 2000).

O biossurfactante atua como redutor da tensdo superficial e interfacial. O
diminuicdo dessa tensdo faz com que haja um aumento da area de contato e a quebra
dos compostos na forma de micela, diminuindo a area de contato entre as cadeias
hidrocarbbnicas do surfactante e a &gua, facilitando a dispersdo dos contaminantes no
ambiente e sua consequente metabolizagdo pelos micro-organismos presentes no meio
(ZIL1O et al., 2012).

A busca de cepas microbianas produtoras de surfactantes visa o emprego
potencial destas substancias na biorremediacdo, dispersdo de efluentes oleosos, na
otimizacdo e recuperacdo de 6leos. Podendo estes compostos substituir os surfactantes
quimicos no futuro, principalmente nas inddstrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica, produtos de limpeza industrial, produtos quimicos agroindustriais e no
processo de biorremediacdo, ja que sdo biodegradaveis, tem baixa toxidade, possuem
estabilidade em extremos de pH, temperatura e salinidade e sdo produzidos a partir de
fontes renovaveis (CHEN et al., 2007; MAKKAR; CAMEOTRA, 1998).

A habilidade dos micro-organismos, como os fungos, de adaptar rapidamente o
seu metabolismo a diversas fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua

sobrevivéncia. Essa flexibilidade se deve a producdo de uma grande quantidade de

127



enzimas intra e extracelulares, capazes de degradar compostos inclusive polimeros
complexos (SILVA; ESPOSITO, 2004).

Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos por sintetizarem diversos
metabolitos secundarios, como inibidores de fitopatégenos antimicrobianos, produtores
de fitohormonios e enzimas como a celulase e a amilase (PANDEY et al., 2000;
CHANDRA et al., 2009). Estes vivem livremente no meio ambiente ou parasitando
outras espécies de fungos, podendo ser encontrados na rizosfera de plantas, em qualquer
tipo de solo em que ha matéria organica em abundancia como fonte de carbono e
nitrogénio e em materiais vegetais em decomposi¢cdo (HARMAN, 2006; CARRERAS-
VILLASENOR et al., 2012), sendo colonizadores de sucesso de seus habitats. Esta
caracteristica deve-se a sua potente maquinaria de degradacdo do substrato, que é
realizada através de suas enzimas extracelulares (DA SILVA PATEKOSKI e PIRES-
ZOTTARELLI, 2016), tornando-os de grande interesse econdémico.

Por apresentarem essas caracteristicas e principalmente por raramente serem
patogénicos a animais e plantas (ESPOSITO; SILVA, 1998; KREDICS et al, 2003;
GROLL; WALSH, 2001), os fungos trichodermas podem se tornar uma alternativa
viavel para serem utilizados em no processo de biorremediacdo de ambientes

contaminados por petréleo e seus derivados.
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7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo Geral

Selecionar fungos do género Trichoderma spp. avaliando suas capacidades de

degradacédo e mineralizacdo de hidrocarbonetos do petréleo.

7.2. Objetivos Especificos

a) Obter consorcios de fungos a partir de isolados de Trichoderma que apresentarem
capacidade de utilizar derivados de petroleo como fonte de carbono, através de
enriquecimentos sob condicdes aerobias;

b) Avaliar o potencial de producdo de biosurfactantes pelos Trichoderma spp.

obtidos, tendo o petr6leo como Unica fonte de carbono;
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8. METODOLOGIA

8.1 REATIVACAO DE MICRO-ORGANISMOS

Foram testados 20 isolados de Trichoderma spp. que estdo depositados na
Colecdo de Fungos da Amazonia — CFAM, pertencentes a Colecdo Bioldgica do
Instituto Leonidas e Maria Deane — Fiocruz- Amazobnia (Tabela 35). Estes foram
reativados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), a 28 °C por sete dias.

Tabela 35: Isolados de trichoderma

N° de registro da cultura

Espécie

CFAM 251 Trichoderma sp.
CFAM 255 Trichoderma virens
CFAM 256 Trichoderma virens
CFAM 442 Trichoderma koningii
CFAM 767 Trichoderma sp.
CFAM 768 Trichoderma sp.
CFAM 1143 Trichoderma virens
CFAM 1157 Trichoderma virens
CFAM 1161 Trichoderma virens
CFAM 1172 Trichoderma harzianum
CFAM 1182 Trichoderma sp.
CFAM 1204 Trichoderma reesei
CFAM 1217 Trichoderma koningiopsis
CFAM 1221 Trichoderma koningiopsis
CFAM 1223 Trichoderma atroviride
CFAM 1233 Trichoderma atroviride
CFAM 1304 Trichoderma sp.
CFAM 1376 Trichoderma sp.
CFAM 1379 Trichoderma sp.
CFAM 1555 Trichoderma harzianum

8.2 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE DERIVADOS

A potencialidade dos 20 fungos para degradar o petréleo e seus cinco derivados
foi avaliada através da técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP),

segundo Hanson et al. (1993), modificado.
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O ensaio foi realizado em tubos de ensaio previamente estéreis, contendo 7,5mL
de meio INPA liquido (sem fonte de carbono), 400uL do DCPIP, 25uL de derivado de
petrdleo (diesel, querosene, gasolina, nafta), 100puL de suspencdo de esporos
padronizados em Camara de Neubauer a 10° esporos.mL™. O experimento foi realizado
em triplicata, com dois tratamentos controles: Controle contendo Meio Mineral INPA,
indicador DCPIP e Derivado e, Controle sem derivado, contendo Meio Mineral INPA,
indicador DCPIP e inbéculo da suspencdo de esporos. Os tubos de ensaio foram
incubados a 30 °C e a cada 24 horas foi observado o desaparecimento da coloracédo azul
do indicador DCPIP (forma oxidada) para a incolor (forma reduzida) (Mariano et al.,
2007). A leitura positiva foi dada com a atribuicdo de notas ap0s estes tempos, pela
descoloracéo do DCPIP (Tabela 36).

Tabela 36: Classificacdo quanto a descoloracdo do DCPIP

Nota Coloracéo
Nota 1 Coloracéo Total
Nota 2 Inicio da Descoloracéo
Nota 3 Descoloracdo Parcial
Nota 4 Descoloracdo Quase Total
Nota 5 Descoloracdo Total

Também foram retiradas a cada 24 horas, por um periodo de seis dias, aliquotas
e submetidas a uma analise quantitativa com o uso de espectrofotometria a 595 nm. Os
melhores isolados foram utilizados para os proximos testes e para a formacdo de

consorcios em meio liquido.

8.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Os fungos foram cultivados a partir das col6nias individuais em 100 mL de meio
mineral INPA, acrescido de 0,1 mL de petroleo de Urucu em erlenmeyers de 250 mL.
Foram utilizados como controles, frascos contendo meio INPA ou BH e petroleo. Os
frascos ficaram incubados a 30° C em agitador rotatorio a 65 rpm, por nove dias. Foi
medido o pH inicial e final de cada amostra para verificar se houve interferéncia neste
parametro quimico. Foram realizados testes com cada um dos quatro isolados, bem
como consorcio dos mesmos: C01 (CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1161, CFAM
1555); C021 (CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1555); C03 (CFAM 768, CFAM 1161,
CFAM 1555); C04 (CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1161); e C05 (CFAM 1143,
CFAM 1161, CFAM 1555).
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8.3.1 Awvaliacdo da atividade de emulsificacio

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas as suspensfes dos quatro
isolados de trichoderma e seus consorcios (nove tratamentos), nos meios minerais BH e
INPA liquido, acrescidos de petrdleo. Para cada 3,5 mL da suspensdo, foram
adicionados 3,5 mL de petréleo de Urucu em tubos de ensaio que foram agitados
durante 2 minutos em vdrtex e deixados por 48 horas em repouso. Apds esse tempo,
foram efetuadas medidas da altura da camada de emulséo (CE), agua em 6leo (AO) e da
Altura Total (AT) dos liquidos no tubo expressa em cm. O indice de emulsificacdo foi
obtido através da formula: 1E(%) = (CE/AT)*100, descrita por Cooper e Goldenberg
(1987). A atividade de emulsificacdo 6leo em agua foi medida pela densidade dptica em
espectrofotdbmetro a 610 nm de absorbancia, medida em unidade (JOHNSON, 1992). A
qualificacdo da atividade emulsificante foi realizada de acordo com Matsuura (2004),
Tabela 30.

Tabela 37: Convencdo adotada para qualificar a atividade emulsificante

Atividade emulsificante Altura da emulsdo (tipo Densidade Optica 610

agua em 6leo) nm (tipo 6leo em agua)
Alta >2 cm >12U
Moderada delal9cm de0,7al1,1U
Baixa <1l cm de0,1a0,6 U

Fonte: Matsuura (2004)

8.4 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos seguiram delineamento completamente aleatorizado, com 3
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), pelo teste F.
Quando significativo, as comparacoes de médias foram realizadas pelo teste Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT 7.0.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE BIODEGRADACAO, UTILIZANDO O
INDICADOR REDOX — DCPIP

Os 20 isolados de trichoderma foram reativados e submetidos a teste para
verificar a capacidade de biodegradacdo destes. A leitura desse teste foi realizada
durante um periodo de seis dias em intervalos de 24 horas, onde foi observada a redugéo
total do DCPIP em alguns isolados, em diferentes derivados ocorreu nos tempos de 48h
e 72h. Foram utilizadas diferentes fontes de carbono como o6leo diesel, gasolina, nafta,
querosene e Oleo lubrificante, em solucdo salina INPA, para a realizacdo desse teste.

A tabela 38 mostra os resultados de descoloragdo visual utilizando-se a solucéo
salina INPA, onde com 24 horas de incubacdo houve uma descoloracdo quase total na
amostra contendo o isolado CFAM 767. Com 144 horas de incubacdo, 13 isolados

apresentaram descoloracdo quase total e quatro descoloracéo total.

Tabela 38: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP e meio INPA liquido (Controle)

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

CFAM 251 1 2 3 3 4 4
CFAM 255 1 4 4 3 4 4
CFAM 256 1 5 5 3 4 4
CFAM 442 1 4 4 4 4 4
CFAM 767 4 4 4 4 4 4
CFAM 768 1 3 4 5 5 5
CFAM 1143 1 4 5 5 5 5
CFAM 1157 3 3 4 4 4 3
CFAM 1161 3 5 5 4 4 4
CFAM 1172 2 4 4 4 5 5
CFAM 1182 2 2 3 4 4 4
CFAM 1204 1 3 3 3 3 3
CFAM 1217 1 3 3 4 4 4
CFAM 1221 3 4 4 4 4 4
CFAM 1223 1 2 3 3 4 5
CFAM 1233 1 3 4 3 4 4
CFAM 1304 2 2 3 3 3 3
CFAM 1376 1 3 4 4 4 4
CFAM 1379 1 4 5 4 5 4
CFAM 1555 3 5 5 4 4 4

9.1.1 Avaliagao visual relacionada a descoloracédo do DCPIP em gasolina
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Os Trichoderma sp. CFAM 768 e Trichoderma virens CFAM 1161
apresentaram descoloracdo total apos 48 horas de incubagdo e outros dois apresentaram

descoloracdo quase total, Trichoderma virens CFAM 1157 e Trichoderma harzianum

CFAM 1555. Um total de quatro isolados foram selecionados pois atingiram, até seis
dias, a nota maxima de descoloracdo (CFAM 767, CFAM 1143, CFAM 1161 e CFAM
1555), conforme mostra a Tabela 39, para os tratamentos em meio liquido INPA e

gasolina como fonte de carbono.

Tabela 39: Avaliagdo visual

da capacidade de biodegradacdo por isolados de

Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP, meio INPA liquido e gasolina como

fonte de carbono

Isolados

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas

120 horas

144 horas

CFAM 251
CFAM 255
CFAM 256
CFAM 442
CFAM 767
CFAM 768
CFAM 1443
CFAM 1157
CFAM 1161
CFAM 1172
CFAM 1182
CFAM 1204
CFAM 1217
CFAM 1221
CFAM 1223
CFAM 1233
CFAM 1304
CFAM 1376
CFAM 1379
CFAM 1555
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9.1.2 Avaliacao visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em nafta

Com relacdo a descoloracdo com a fonte de carbono nafta no meio INPA, com

48h incubacdo seis isolados ja apresentaram descoloracdo total. Um total de 11 isolados

atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloracdo (CFAM 251, CFAM 255,
CFAM 256, CFAM 1172, CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1161, CFAM 1233,

CFAM 1376, CFAM 1379 e CFAM 1555) conforme mostra a Tabela 40.
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Tabela 40: Awvaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP, meio INPA liquido e nafta como fonte

de carbono

Isolados

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas

120 horas

144 horas

CFAM 251
CFAM 255
CFAM 256
CFAM 442
CFAM 767
CFAM 768
CFAM 1143
CFAM 1157
CFAM 1161
CFAM 1172
CFAM 1182
CFAM 1204
CFAM 1217
CFAM 1221
CFAM 1223
CFAM 1233
CFAM 1304
CFAM 1376
CFAM 1379
CFAM 1555
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9.1.3 Avaliacgao visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em o6leo diesel

Com relacdo a descoloracdo com a fonte de carbono nafta no meio INPA, com

48h incubacdo seis isolados ja apresentaram descoloracgdo total. Um total de 11 isolados

atingiram, até seis dias, a nota méaxima de descoloracdo (CFAM 251, CFAM 255,
CFAM 256, CFAM 768, CFAM 11443, CFAM 1161, CFAML1 172, CFAM 1233,
CFAM 1376, CFAM 1379 e CFAM 1555) conforme mostra a Tabela 41.

Tabela 41: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP, meio INPA liquido e 6leo diesel como
fonte de carbono

Isolados

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas

120 horas

144 horas

CFAM 251
CFAM 255
CFAM 256
CFAM 442
CFAM 767
CFAM 768
CFAM 1143
CFAM 1157
CFAM 1161
CFAM 1172
CFAM 1182
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CFAM 1204 1 2 3 4 4 4
CFAM 1217 3 4 5 5 4 5
CFAM 1221 3 4 5 5 4 5
CFAM 1223 1 1 1 2 4 4
CFAM 1233 1 4 3 3 4 4
CFAM 1304 2 2 3 3 3 3
CFAM 1376 1 4 4 4 5 5
CFAM 1379 1 5 5 5 5 5
CFAM 1555 1 5 5 5 5 5

9.1.4 Avaliacgao visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em querosene

A fonte de carbono querosene em meio INPA, em 48h incubacéo, sete isolados
ja apresentaram descoloracdo quase total e descoloracdo total. Com 72h de incubacdo
mais seis isolados também atingiram a nota maxima de descoloragdo. Um total de 14
isolados atingiram até seis dias, a nota maxima de descoloracdo (CFAM 255, CFAM
256, CFAM 442, CFAM 1143, CFAM 1157, CFAM 161, CFAM 1172, CFAM 1182,
CFAM 1204, CFAM 1217, CFAM 1376 e CFAM 1379), conforme mostra a Tabela 42,

Tabela 42: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de

Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP, meio INPA liquido e querosene como

fonte de carbono

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

CFAM 251
CFAM 255
CFAM 256
CFAM 442
CFAM 767
CFAM 768
CFAM 1143
CFAM 1157
CFAM 1161
CFAM 1172
CFAM 1182
CFAM 1204
CFAM 1217
CFAM 1221
CFAM 1223
CFAM 1233
CFAM 1304
CFAM 1376
CFAM 1379
CFAM 1555

[y

NEFENMNNFRPEPNMNENREPNMNNNORPRWONDR PR

ABEABRANOERLPNNNNMNNDOOTLOWOORRDEDDOWWE
abhOOPNONMNNNPPWORAPPOOOTOOOTOTWE
OO0 booolol N
OO0 P,owoooooabdbdororolrolol s
PO PPOOOSAPOCITWOIOIOIDA WOLO1O010101W

136



9.1.5 Awvaliacgdo visual relacionada a descoloracdo do DCPIP em 6leo lubrificante

No meio INPA com a fonte de carbono 6leo lubrificante, a descoloracédo as 24h
incubacéo dois isolados apresentaram descoloragdo quase total. Com 48h de incubacgéo
mais 8 isolados também atingiram descoloracdo quase total e seis a nota méaxima de
descoloracdo. Um total de 14 isolados atingiram a nota maxima de descoloracéo, até
seis dias de avaliagdo (CFAM 251, CFAM 255, CFAM 256, CFAM 442, CFAM 767,
CFAM 768, CFAM 1143, CFAM 1157, CFAM 1161, CFAM 1221, CFAM 1223,
CFAM 1233, CFAM 1379 e CFAM 1555), conforme mostra a Tabela 43.

Tabela 43: Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de
Trichoderma spp. utilizando o indicador DCPIP, meio INPA liquido e 6leo lubrificante
como fonte de carbono

Isolado 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
CFAM 251 1 3 3 4 5 5
CFAM 255 3 4 5 5 5 5
CFAM 256 1 5 5 5 5 5
CFAM 442 2 4 4 4 5 5
CFAM 767 4 4 5 4 4 5
CFAM 768 1 5 5 5 5 3
CFAM 1143 1 4 5 4 4 5
CFAM 1157 4 4 4 5 5 5
CFAM 1161 3 5 5 5 5 5
CFAM 1172 2 4 4 4 4 3
CFAM 1182 1 4 4 4 4 4
CFAM 1204 1 3 3 3 3 3
CFAM 1217 1 4 4 4 4 3
CFAM 1221 3 4 4 5 5 5
CFAM 1223 1 4 4 4 5 5
CFAM 1233 1 5 5 4 5 4
CFAM 1304 2 3 3 3 4 4
CFAM 1376 2 3 4 4 4 4
CFAM 1379 1 5 5 4 5 5
CFAM 1555 3 5 5 4 5 5

A figura 23 demonstra os numeros de isolados e 0s niveis de degradacdo dos
derivados de petréleo (6leo diesel, gasolina, querosene, nafta e 6leo lubrificante), no
meio INPA. Nota-se em cada derivado um pico elevado de degradacdo, onde a gasolina
com 72h, obteve quatro isolados com descoloracdo total, o querosene 10, as 120h, a
nafta seis isolados com 48h, o oleo diesel 14 com 144h, ja o 6leo lubrificante o seu
maior indice de descoloracdo total foi obtido apds 120h de incubacdo, com 12 isolados.
Todos os derivados, com excecdo da gasolina, demonstraram estabilidade de oxidagéo,

apos atingirem a descoloragéo total do DCPIP.
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As fontes de carbono apresentram elevados indices de degradacéo, alcancando
valores expressivos, comprovando que estes fungos tém capacidade de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono. O processo de degradacdo foi favorecido
também pelos sais presentes no meio INPA. Foram selecionados quatro isolados de
trichoderma que alcancaram descoloracéo total até seis dias (144h) de avaliacdo (CFAM
768, CFAM 1143, CFAM 1161 e CFAM 1555), estes foram utilizados nos testes
posteriores para comprovar a capacidade de producdo de biossurfactante, uma vez que

se mostram capazes de se adaptarem a todas as fontes de carbono testadas.
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Figura 23: Biodegradacao de derivados de petroleo e INPA por Trichoderma spp. utilizando o indicador redox DCPIP



O teste do Diclorofenol Indofenol — DCPIP visual apresentaram alta
descoloragdo em todos os cinco derivadose, atingindo nota cinco logo apo6s 48h,
destacando-se os resultados de degradacdo do 6leo diesel e 6leo lubrificante. Maciel
(2013) descreve que fungos filamentosos, como o Penicillium, sdo capazes de
sobreviver em ambientes com poucos nutrientes e degradar hidrocarbonetos do
querosene. Para este autor a visualizagdo da descoloracdo foi possivel entre 14-24h. O
tempo de degradacdo de hidrocarbonetos depende do periodo de adaptacdo do fungo ao
substrato. Behnhood et al. (2014) decreveram a capacidade de fungos Phanerochaete
chrysosporium na degradacdo de 6leo em agua salobre. Estes autores demonstraram que
a salinidade ndo teve qualquer efeito no crescimento fangico em diferentes salinidades.

Assim sendo, os Trichodermas spp. utilizados neste trabalho foram capazes de
se adaptar a fonte de carbono, demonstrando a capacidade em degradar querosene.
Azevedo (2010) obteve resltados semelhantes quanto a tempo de oxidacdo do DCPIP,
onde o Trichoderma apresentou descoloragcdo com aproximadamente 50h, comprovando
que o fungo possui a capacidade de utilizar o petréleo e/ou derivados como fonte de

exclusiva de carbono.

9.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO

Apos a selecdo prévia dos isolados capazes de crescerem em meio liquido
contendo derivados de petr6leo como fonte de carbono, foram realizados testes onde se
avaliou a atividade emulsificante, sendo os isolados cultivados em meios liquidos BH e
INPA, contendo petréleo com fonte de carbono e, nos tempos 0 e 48 horas foi realizada
medicdo de pH em todos os tratamentos, através de potenciémetro digital.

O comportamento da tensdo superficial exercida pelo biossurfactante sobre o
contaminante, esta diretamente conectada a faixa de pH, pois quando ha uma brusca
variacdo de pH, ocorre uma provavel precipitacdo do biossurfactante e a elevacdo na
tensdo superficial (BARROS et al. 2007; 2008).

Na tabela 44, sdo apresentados os valores de pH e pode ser observado que néo
houve variacdo do pH expressiva nos tratamentos, os valores iniciais variaram ao
utilizar o meio BH entre 6,26 e 6,50 e no meio INPA de 5,59 e 5,79. Apds 48 horas foi
observado a variagdo do pH final no meio BH de 6,12 e 6,47 e INPA de 5,52 e 5,90.



Tabela 44: Avaliacdo do pH durante o teste de avaliagdo do potencial de emulsificacao
— Meio BH e/ou INPA com petréleo e indculo.

pH

Tratamentos BH INPA
Inicial Final Inicial Final
Controle 6,36 6,47 5,59 5,55
CFAM 768 6,44 6,27 5,77 5,86
CFAM 1143 6,36 6,19 5,75 5,78
CFAM 1161 6,50 6,25 5,73 5,90
CFAM 1555 6,44 6,13 5,73 5,81
Consorcio 01 6,45 6,12 5,65 5,67
Consorcio 02 6,33 6,21 5,69 5,73
Consorcio 03 6,36 6,30 5,73 5,52
Consorcio 04 6,42 6,18 5,79 5,75
Consorcio 05 6,26 6,25 5,74 5,78

De acordo com Par et al. (1983), a atividade microbiolégica no solo é
intensamente afetada pela disponibilidade de nutrientes, pela tolerancia dos micro-
organismos as variacbes do pH, compostos tdxicos, entre outros. Alguns micro-
organismos tém uma maior tolerdncia a variacbes de pH enquanto outros suportam
apenas pequenas variagoes.

Em pH &cido, normalmente micro-organismos, como bactérias, ndo conseguem
competir com os fungos, devido a disponibilidade de nutrientes e maior resistenténcia
(LEAHY e COLWELL, 1990; ZILIO et al., 2012), favorecendo assim sua utilizagdo em
ambientes com condi¢Ges mais acidas.

Os resultados dos experimentos para avaliacdo das atividades de emulsificacdo
para os fungos crescidos no meio com petréleo, apresentaram o total de nove
tratamentos com atividade emulsificante alta do tipo 4gua em dleo no meio BH, nos
valores de 2,33 a 9,60 cm. Para o meio INPA, dois tratamentos apresentaram atividade
moderada CFAM 1143 (1,37) e C04 (1,88) e, outros sete atividade alta variando entre
2,14 e 9,58 cm. As camadas emulsificantes mais espessas nos meios BH e INPA foram
formadas pelo tratamento CO3 (Tabela 45).

Tabela 45: Espessura da camada emulsificante (CE), de isolados de Trichoderma spp.
usando duas solucdes de sais diferentes e petréleo como fonte de carbono

CE
Tratamentos BH INPA
cm
Controle 0,00 B 0,00 B
CFAM 768 3,82 A 2,42 A
CFAM 1143 2,72 A 1,37 M
CFAM 1161 2,33 A 2,97 A
CFAM 1555 2,85 A 2,14 A
C01 3,50 A 2,38 A
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CE

Tratamentos BH INPA
C02 4,76 A 3,29 A
Co3 9,60 A 9,58 A
Co4 491 A 1,88 M
C05 5,18 A 3,16 A

Nota de Avaliagdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura
(2004).

Para avaliacdo da atividade emulsificante, tipo 6leo em agua, os fungos nédo
apresentaram quantidade altas de emulsificantes (densidade Optica), tendo sua atividade
considerada baixa de acordo com a convencao adotada (Tabela 37). Dos tratamentos em
meio BH e petr6leo como fonte de carbono, o valor de absorbéancia variou de 0,05 U a
0,08 U. Ao se utilizar o meio INPA os valores foram de 0,13 U a 0,27 U, conforme

observado na tabela 46.

Tabela 46: Densidade Optica - Atividade emulsificante de estirpes de Trichoderma spp.
usando duas solucdes de sais diferentes e petréleo como fonte de carbono.
Oleo em &gua

Tratamentos BH INPA
U

Controle 0,08 B 0,11 B
CFAM 768 0,06 B 0,21 B
CFAM 1143 0,07 B 0,18 B
CFAM 1161 0,06 B 0,16 B
CFAM 1555 0,06 B 0,18 B
co1 0,06 B 0,15 B
Cco2 0,08 B 0,27 B
Co3 0,08 B 0,16 B
Co4 0,05 B 0,13 B
C05 0,06 B 0,16 B

Nota de Avaliacdo - A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura (2004)

Na tabela 47 é possivel observar em todas as emulsdes testadas, no periodo de 0
hora os melhores valores foram observados nos tratamentos C03 (BH) e C02 (INPA),
12,22 e 9,68, respectivamente. E as 48h no tratamento C03 nos dois meios com a fonte
de carbono petroleo (23,42 e 23,94%). A diferenca no comportamento dos tratamentos
com relagdo ao meio de cultura poderia sugerir uma maior estabilidade da emulséo
formada pelo biossurfactante no meio BH, com excecdo do tratamento C02, as Oh, o
qual apresentou significativa vantagem no meio INPA. Os tratamentos CFAM 1161,
CFAM 1555 e C03, nos meios estudados ndo diferem entre si, as 48h.
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Em relacdo a estabilidade, os tratamentos CFAM 1161 no meio BH e, C02 no
meio INPA apresentaram uma reducdo percentual nas emulsdes, as 48h quando
comparado ao periodo inicial, de 8,57 para 5,85% e 9,68 para 8,39%, respectivamente
(Figuras 25 e 26).0Observa-se que os maiores indices de emulsdo foram apresentados
pelo CO3 as 48h nos dois meios testados, sendo que houve um aumento significativo,
relativo aos tempos testados no dois meios (BH — 12,22% com Oh para 23,42% com 48h
e no INPA - 3,55% com Oh para 23,94% com 48h).

Quando comparada cada estirpe testada com seus consércios formados, verifica-
se que os maiores indices de emulsdo foram apresentados pelos consorcios, sendo o
Consércio 03 o mais eficaz. Isso incica que os consércios formados e testados
demonstraram maior capacidade de degradacdo e utilizagdodos dos hidrocarbonetos do
petréleo como fonte de carbono quando comparados as estirpes , apontando com isso,
potencial para serem utilizados num processo de biorremediacdo de petrdleo e seus

derivados.

Tabela 47: Indice de Emulséo de isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos BH — INPA
% Inicial
Controle 0,00 fA 0,00 eA
CFAM 768 5,06 dA 2,50 cB
CFAM 1143 5,75 dA 3,33 bB
CFAM 1161 8,57 bA 1,48 dB
CFAM 1555 5,12 dA 1,01 dB
Cco1 8,73 bA 1,79 dB
C02 7,36 cB 9,68 aA
Co3 12,22 aA 3,55 bB
Co4 5,86 dA 1,58 dB
C05 4,03 eA 1,14 dB
% Final

Controle 0,00 fA 0,00 eA
CFAM 768 9,70 cA 6,44 cB
CFAM 1143 6,69 eA 3,24 dB
CFAM 1161 5,85 eA 7,36 bA
CFAM 1555 7,98 dA 6,57 cA
Cco1 10,40 cA 7,57 bB
C02 11,66 bA 8,39 bB
Co3 23,42 aA 23,94 aA
Co4 11,81 bA 4,72 cB
C05 12,82 bA 8,22 bB

OBS. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade), considerando as mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas.
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Os isolados de trichoderma testados demonstram melhores resultados quanto a
producdo de biosurfactantes do que alguns outros micro-organismos citados na
literatura. Matsuura (2004), ao testar a producdo de biossurfactantes por micro-
organismos provenientes da regido amazonica, encontrou seis linhagens de leveduras
com atividades emulsificantes significativas do tipo &gua em 6leo, com a producdo de
uma camada emulsificante de 2,3 cm de altura de 4gua em 6leo.

Neves (2006) obteve atividade de emulsificagdo de Oleo em &gua para a
linhagem Bacillus badius, no valor de 0,018 em seis dias de estudo, utilizando meio de
cultura para producdo de biossurfactante, adicionado de uma mistura de
Hidrocarbonetos (Naftaleno, Antraceno, Fluoreno e Pireno). E Dias (2007) estudando
consércios microbianos na presenca de hidrocarbonetos lineares e aromaticos,
encontrou valores de emulsdo do tipo 6leo em agua de 0,890 e 0,13 U.

Considerando as caracteristicas apresentadas pelos biossurfactantes produzidos
neste trabalho, pode-se dizer que os mesmos sdo adequadoa para aplicacdo em
biorremediagdo de ambientes contaminados por petréleo e seus derivados, uma vez que

apresentam-se estaveis.

CONCLUSOES

Dos 20 isolados de trichoderma testados quanto a capacidade de degradacao em
meio INPA, contendo derivados de petréleo como fonte de carbono, 04 apresentaram
descoloracdo total em todos os derivados testados (gasolina, querosene, nafta, 6leo
diesel e dleo lubrificante), apontando com isso a excelente capacidade de adaptacao a
fontes de carbono distintas.

Com relagdo a atividade emulsificante apresentada por esses isolados ou seus
consorcios, observou-se que ndo houve variagdo expressiva nos valores do pH dos
tratamentos e que esses valores variaram entre 0os meios (BH 6,26 a 6,50 e INPA 5,59 a
5,79) as 24 horas e com 48 horas BH com 6,12 a 6,47 e INPA 5,52 a 5,90, sendo que o
INPA possui maior acidez se compararado ao BH que se apresentou basico.

Todos os tratamentos apresentaram alta atividade emulsificante com meio BH
(2,33 cm a 9,60 cm) e no meio INPA com excec¢do dos tratamentos CFAM 1143 e do

consorcio 04 que apresentaram camadas emulsificantes médias, os demais apresentaram

145



altas camadas variando entre 2,14 cm a 9,58 cm. Nenhum tratamento apresentou
camada emulsificante baixa.

Alguns isolados apresentaram alto indice de emuls@o com 0 horas de incubagéo
no meio BH, tendo o C03 com 12,22%, e 0 C02 com 9,68% no meio INPA. Houve um
aumento significativo dos indices do C03 no meio BH as Oh com 12,22% e com 48h,
apresentou 23,42% e no INPA, com Oh 3,55% e com 48h, com 23,94%, sendo esse
ultimo o maior indice apresentado entre todos os isolados.

Os Consércios (C01, 02, 03, 04 e 05) formados das estirpes apresentaram 0s
maiores indices de emulsdo, nos dois tempos e nos dois meios avaliados, indicando que
estes podem ser utilizados num processo de biorremediagéo, por apresentarem maior
capacidade de degradacdo dos hidrocarbonetos do petroleo, ao utilizarem estes como
fonte de carbono, destacando o Consorcio 03, pois se mostrou mais eficaz que os

demais ao apresentar os maiores indices de emulsao.
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ANEXOS

Tabela A. Resumo das anélises de variacdo conjuntas contendo as fontes de variacéo
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
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significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL?) em meio liquido
contendo manitol como fonte de carbono

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 1174092.71488 22578.70606 200.2779 **
Residuo-a 106 11950.11111 112.73690
Parcelas 158 1186042.82600
Trat-b(Tb) 5 970109.56813  194021.91363  2048.3887 **
Int. TaxTh 260 3492260.54298  13431.77132 141.8061 **
Residuo-b 530 50201.22222 94.71929
Total 953 5698614.15933

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

Tabela B. Resumo das analises de variacdo conjuntas contendo as fontes de variagao
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL?) em meio liquido
contendo 6leo diesel como fonte de carbono

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 1521764.39832  29264.69997  89.7569 **
Residuo-a 106 34560.66667  326.04403

Parcelas 158 1556325.06499
Trat-b(Th) 5 187466.03040  37493.20608  162.4675 **
Int. TaxTh 260 3224729.80294  12402.80693  53.7445 **
Residuo-b 530 122310.00000  230.77358
Total 953 5090830.89832

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)

* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)

Tabela C. Resumo das analises de variagdo conjuntas contendo as fontes de variacéo
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL™) em meio liquido
contendo gasolina como fonte de carbono
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QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 2355889.04822  45305.55862 241.3773 **
Residuo-a 106 19895.77778 187.69602
Parcelas 158 2375784.82600
Trat-b(Th) 5 965466.44864  193093.28973  1344.5155 **
Int. TaxTh 260 3330252.66247  12808.66409 89.1872 **
Residuo-b 530 76116.22222 143.61551
Total 953 6747620.15933

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

Tabela D. Resumo das andlises de variacdo conjuntas contendo as fontes de variagdo
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL?1) em meio liquido
contendo querosene como fonte de carbono

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 1174092.71488 22578.70606  200.2779 **
Residuo-a 106 11950.11111 112.73690

Parcelas 158 1186042.82600

Trat-b(Th) 5 970109.56813  194021.91363  2048.3887 **
Int. TaxTh 260 3492260.54298  13431.77132  141.8061 **
Residuo-b 530 50201.22222 94.71929

Total 953 5698614.15933

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

Tabela E. Resumo das anélises de variagdo conjuntas contendo as fontes de variagdo
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL™) em meio liquido
contendo nafta como fonte de carbono
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QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 1224206.10692  23542.42513 032.2378 **
Residuo-a 106 2676.88889 25.25367
Parcelas 158 1226882.99581
Trat-b(Th) 5 203793.18763  40758.63753 1470.2848 **
Int. TaxTh 260 2259901.20126 8691.92770 313.5436 **
Residuo-b 530 14692.44444 27.72159
Total 953 3705269.82914

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

Tabela F. Resumo das andlises de variacdo conjuntas contendo as fontes de variacdo
(FV) graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas
significancias pelo teste F de crescimento celular (10°UFC.mL?1) em meio liquido
contendo 6leo lubrificante como fonte de carbono

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Trat-a(Ta) 52 523982.48637  10076.58628  76.3778 **
Residuo-a 106 13984.66667 131.93082
Parcelas 158 537967.15304
Trat-b(Th) 5 206105.92034  41221.18407 325.1656 **
Int. TaxTh 260 1758343.41300  6762.85928 53.3476 **
Residuo-b 530 67188.00000 126.76981
Total 953 2569604.48637

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao n"vel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)
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