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RESUMO

Devido ao grande impacto ambiental causado por acidentes envolvendo atividades
petroliferas e pela dificuldade do seu tratamento, os processos de biorremediagdo vém sendo
largamente estudados e com isso, sdo cada vez mais utilizados microrganismos capazes de
degradar 6leo. Este trabalho avaliou o potencial de biodegradagdo de cinco rizobactérias,
identificadas como INPA R560 (Bradyrhizobim sp), R631 (Bradyrhizobim sp),
R557(Bradyrhizobim sp), R677 (Rhizobium sp) e R674 (Alicyclobacillus sp) ¢ a mistura delas
em amostras de solo de varzea contaminadas com 1% de 6leo diesel e petroleo. Para tal, foi
realizado um experimento utilizando suspensdo microbiana de cada rizobactéria e do
consoOrcio com as cinco bactérias em 500 g de solo autoclavado e usado 6leo diesel em um
experimento e petroéleo em outro experimento como fonte de carbono. Foram ainda utilizadas
duas amostras controle para cada experimento, uma contendo solo esterilizado e outra ndo
esterilizado, utilizando as mesmas condi¢oes das amostras, sem adigdo de microrganismos.
Para avalia¢do do potencial de degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, foram
realizadas coletas nos tempos zero, 48 horas e apds o periodo de 21 dias no experimento com
6leo diesel. No experimento com petroleo, foram feitas as avaliagdes nos mesmos tempos,
porém com avaliagdo adicional no periodo de 10 dias. Dentre as cinco rizobactérias avaliadas,
com exce¢do do isolado INPA R631, os valores de remogdo de n-alcanos pelos demais
isolados testados foram acima de 80 % apods o periodo de 21 dias. Os consoércios, com a
mistura as cinco espécies, também apresentou taxas de remog¢do consideraveis de n-alcanos
com valor de 67,57 % no experimento com o6leo diesel ¢ 67,80 % no experimento com
petrdleo. Em relagdo a HPA as bactérias apresentaram alto potencial de degradagdo nas
primeiras 48 horas, destacando-se a espécie INPA R557, INPA 677 e consorcio com 0s cinco
isolados com taxas de degradacdo de 71,57 %, 38,18% ¢ 41,84%, respectivamente. Dos
isolados testados, dois apresentaram taxa de degradacdo de HPA total de 85,85% e 75,53%
apos o periodo de 21 dias, respectivamente, o consdrcio com as cinco espécies apresentou
taxa de biodegradacao de 63,61%, valor abaixo da taxa de um dos isolados individualmente.
Com alto potencial de biodegradacdo os isolados INPA R557 e INPA R677 podem ser
utilizados para técnica de bioaumentagdo em solo de ambiente de vazea para biorremediagdo
de petroleo e seus derivados, pois durante o periodo de 21dias reduziram os teores de n-
alcanos, HPA e compostos mais complexos, como metil-estirano.

Palavras — chave: solo, biorremediacido, HPA, poluentes toxicos, hidrocarbonetos

alifaticos.



ABSTRACT
Due to the great environmental impact caused by accidents involving petroleum activities and
the difficulty of its treatment, bioremediation processes have been widely studied and, with
this, microorganisms capable of degrading oil are increasingly used. This work evaluated the
biodegradation potential of five rhizobacteria, identified as INPA R560 (Bradyrhizobim sp),
R631 (Bradyrhizobim sp), R557 (Bradyrhizobim sp), R677 (Rhizobium sp) and R674
(Alicyclobacillus sp) and the mixture of them in samples of floodplain soil contaminated with
1% diesel oil and petroleum. For this purpose, an experiment was carried out using microbial
suspension of each rhizobacterium and the consortium with the five bacteria in 500 g of
autoclaved soil and diesel oil in one experiment and oil in another experiment as a carbon
source. Two control samples were also used for each experiment, one containing sterile soil
and the other non-sterile, using the same conditions as the samples, without the addition of
microorganisms. To evaluate the degradation potential of aromatic and aliphatic
hydrocarbons, collections were carried out at zero times, 48 hours and after the 21-day period
in the experiment with diesel oil. In the oil experiment, evaluations were made at the same
times, but with an additional evaluation in the period of 10 days. Among the five rhizobacteria
evaluated, with the exception of the INPA R631 isolate, the removal values of n-alkanes by
the other tested isolates were above 80% after the 21-day period. The consortia, with the
mixture of the five species, also showed considerable removal rates of n-alkanes with a value
of 67.57% in the experiment with diesel oil and 67.80% in the experiment with oil. Regarding
PAH, the bacteria showed a high potential for degradation in the first 48 hours, especially the
species INPA R557, INPA 677 and a consortium with the five isolates with degradation rates
of 71.57%, 38.18% and 41.84 %, respectively. Of the tested isolates, two showed a total HPA
degradation rate of 85.85% and 75.53% after the 21-day period, respectively, the consortium
with the five species showed a biodegradation rate of 63.61%, below rate of one of the
isolates individually. With high potential for biodegradation, the INPA R557 and INPA R677
isolates can be used for bio-augmentation techniques in soil in a clearing environment for the
bioremediation of oil and its derivatives, since during the 21-day period, the levels of n-

alkanes, HPA and compounds were reduced more complex, such as methyl styrene.

Keywords: soil, bioremediation, PAH, toxic pollutants, aliphatic hydrocarbons.
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1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos pertencem ao grupo de compostos usados como tragadores na
avaliagdo da evolucdo de transformagdes da matéria organica no ambiente. A identificacdo e
quantificacdo individual de hidrocarbonetos saturados e aromaticos se tornam um meio de
estabelecer niveis de controle de qualidade ambiental, sendo usados varios indices e relagdes
de diagnostico para identificagdo das diferentes origens de hidrocarbonetos (PRINCE, 1996;
SOCLO et al., 2000).

Dentre eles destacam-se os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, HPA, que
devido as suas propriedades toxicas foram listadas como contaminantes prioritarios indicados
pela Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA-US, 2001). Assim, o
monitoramento da concentracdo desses compostos no solo, no meio aquatico subterraneo e
superficial mesmo em concentragdes muito pequenas se torna necessario.

A biota do solo de regides tropicais representa um dos componentes mais ricos em
espécies. Os organismos do solo desempenham distintas fun¢des como: decomposicdo da
matéria organica; otimizagdo do ciclo de nutrientes; manutengdo do estoque de carbono;
melhoria da fertilidade do solo e atuacdo na degradacdo de poluentes do solo. Portanto,
mudangas que causem impacto na biodiversidade do solo também impedirdo que ocorram
nele as fungdes importantes para o ecossistema (DEZORDI e TEIXEIRA, 2008).

A poluig¢do por petroleo e seus derivados constitui um grande risco ambiental e
sanitario e, consequentemente, a degradacdo microbiana de hidrocarbonetos ¢ um tema que
permanece em destaque (SEO et al., 2009).

Devido ao grande impacto ambiental causado por acidentes envolvendo atividades de
exploragdo, refino e transporte de petréleo no mundo, e pela dificuldade do seu tratamento e
despolui¢do do ambiente, os processos de biorremediagdo vém sendo largamente estudados e

com isso, cada vez mais sdo utilizados microrganismos capazes de degradar 6leo (BIACHE et
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al.,, 2017; CRAMPONA et al., 2017, MANSOURI et al., 2017, MARCHAND et al., 2017,
KONG et al., 2018).

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

Os biossurfactantes sdo metabolitos produzidos por uma grande variedade de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos e possuem caracteristicas de detergéncia,
emulsificacdo, solubiliza¢do, diminuigdo das tensdes superficial e interfacial, e dispersdo de
fases (DISAI ¢ BANAT 1997; MANIASSO, 2001; RON ¢ ROSENBERG, 2001; NITSCHKE
e PASTORE, 2002; YAKUBU, 2007), e consequentemente aumenta a biodegradacio de
compostos organicos hidrofilicos e insoluveis (XIA et al., 2014), sendo determinantes para o
processo de biodegradagdo.

Muitos microrganismos destacam-se na degradacdo do petrdleo e seus derivados, no
entanto, devem ser levados em consideragdo os riscos de patogenicidade desses
microrganismos. Rizobactérias além de possuirem alto poder de producdo de biossurfactantes,
tornam-se uma alternativa viavel para biorremediagdo por serem seguros a plantas e animais
(BRITO, 2013).

Biodegradagdo de hidrocarbonetos pode ser entendida como a quebra de ligagdes
destes componentes do petrdleo para componentes de menor peso molecular ou mais polares
por agdo de microrganismos (ROSATO, 1997), é um processo biotecnoldgico capaz de
recuperar solos contaminados com menores impactos ambientais quando comparados com
métodos nio biologicos (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015).

Sdo muitos os microrganismos conhecidos que apresentam eficiéncia na

biodegradacdo de compostos derivados de petrdéleo como Alcaligenes denitrificans,
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Mycobacterium sp., Pseudomonas putida, P. fluorescen P. paucimobilis , P. vesicularis , P.
cepacia, P. testosteroni,Rhodococcus sp., Corynebacterium venale ,Bacillus cereus,
Moraxellasp., Streptomyces sp., Vibrio sp. e Cyclotrophicus sp. (SAMANTA et al., 2002;
SEO et al., 2009).

Alguns hidrocarbonetos apresentam grande relevancia em relagdo a toxicidade, pois
tais compostos sdo considerados ameaga a vida da fauna e da flora de um ambiente
impactado. Segundo LUCHMANN et al. (2011) espécies de ostras de ambiente de manguezal
brasileiro ao serem expostas a concentragdes subletais de oleo diesel sdo capazes de
bioacumularem tanto hidrocarbonetos aromaticos quanto alifaticos em um curto periodo de
tempo o que leva a efeitos toxicos em suas agdes enzimaticas. Solos contaminados com 6leo
diesel podem levar ainda a alteracdes morfoanatomicas nas raizes de certas espécies de
plantas (BONA et al., 2011).

Para aplicac¢do da técnica de biorremediagdo os microrganismos utilizados devem ser
adequados e adaptados ao ambiente, por isso a obtencdo de bactérias da mesma area a ser
remediada torna-se fundamentalmente importante (SUN et al., 2012). Nesse sentido, nota-se
caréncia de trabalhos que testem a capacidade de degradar compostos de petrdleo por
microrganismos indigenas da regido de varzea, por onde ocorre intensa atividade de transporte
fluvial e zonas portudrias.

Assim o presente trabalho visa determinar e quantificar compostos hidrocarbonetos de
petroleo que predominam apds determinado tempo de exposicdo a atuagdo de cinco
Rizobactérias, com alto poder de produgdo de biossurfactantes, em amostras de solo
Amazonico de varzea contaminado com petroleo e dleo diesel; a fim de avaliar o potencial de

degradagdo desses microrganismos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os solos de varzea sdo desenvolvidos nas planicies de inundagdo, sobre sedimentos
depositados pelas aguas dos rios. Estes sedimentos proporcionam composi¢do granulométrica
¢ mineraldgica diversificada, com variagdo de caracteristicas entre um local e outro, causando
alteragdes na paisagem (MAGALHAES e GOMES, 2013). O ambiente de véarzea da regido
amazonica ¢ totalmente dependente da sazonalidade, passando anualmente pelas fases
hidrolégicas de cheia, vazante, seca e enchente. Durante esta dinamica fluvial, em areas
alagaveis que abrangem um total de ocupagdo em torno de 10% do Estado do Amazonas
(150.000 km?), ou 35% da 4rea total da Bacia Amazonica (BARTHEM e FABRE, 2003), o
que carreia para as margens dos grandes rios da regido uma grande quantidade de compostos,
como nutrientes ¢ matéria organica, que se depde nos solos circundantes.

E de longa data a ocupagio das regides de varzea, pois as enchentes e inundagdes
periddicas que ocorrem nessa regido acarretam fertilizagdo de grande parte das terras ¢ da
floresta; com a sua extensa rede liquida, permite a circulagdo, o comércio e a sociabilidade;
que preside, enfim, a condensacao e distribuicdo do elemento humano na paisagem, a grande
quantidade de recursos naturais nessa regido atrai a ocupagdo humana (SOUZA, 2012),
formando comunidades aos longos dos rios.

Segundo BINSZTOK et al. (2008) o abastecimento de combustiveis para a regido
Amazodnica esta totalmente adaptado as suas condi¢des fluviais e, devido a deficiéncia de
distribuicdo de energia elétrica para essas populagdes a demanda de combustiveis
transportados pelos rios da regido aumenta e o transporte do mesmo pode ocasionar
problemas ambientais.

Ensaios de biodegradagdo e toxicidade permitem a elaboragdo de um diagnostico
quanto a viabilidade da utilizagdo dessa pratica como técnica de remediacdo em caso de

eventual derramamento de 6leo (DEZORDI e TEIXEIRA, 2008).
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Polui¢do por hidrocarbonetos é de grande importincia de modo a promover a
conservagdo dos recursos naturais e a degradagdo do ecossistema pode produzir impactos
sociais € econdmicos (COMMENDATORE et al., 2012). Hidrocarbonetos sdo comumente
encontrados no meio ambiente como uma mistura complexa de fontes multiplas: petrogénica,
pirogénicas, biogénicos e diagenéticos (YUNKER et al., 1993).

Os processos de separagdo do petroleo produzem varias fragdes com aplicagdes
comerciais definidas (Tabela 1). Essas fragdes sdo distinguidas pelo nimero de atomos de
carbono ¢ do ponto de ebulicdo, como gasolina, 6leo diesel, nafta, solventes e querosenes,
GLP (gas liquefeito de petrdleo) e parafinas. Sua composi¢do e aspecto variam segundo o
historico geoldgico e a natureza da matéria organica de cada depdsito. Os hidrocarbonetos
compreendem classes de compostos organicos como alcanos, alcenos, alcinos, cicloalcanos
(nafténicos) e aromaticos.

Tabela 1. Composi¢do quimica de um petréleo tipico.

Parafinas normais 14 %
Parafinas ramificadas 16%
Parafinas ciclicas (nafténicas) 30%
Aromaticos 30%

Resinas e asfaltenos 10%

Fonte: Thomas (2001).

2.1 Hidrocarbonetos alifaticos

Os hidrocarbonetos alifaticos sdo considerados um dos componentes mais abundantes
do material organico e ¢ uma das principais classes de compostos organicos encontrados em
sedimentos no ambiente e essa abundancia ¢ uma fonte potencial de poluigdo dependendo da
origem destes compostos (MAIOLI et al., 2010; MACIAS-ZAMORA, 1996).

Os hidrocarbonetos saturados constituem o maior grupo, formado por alcanos normais
(n-parafinas), isoalcanos (isoparafinas) e cicloalcanos (naftenos). No petroleo sdo encontradas

parafinas normais e ramificadas, que vao do metano até 45 dtomos de carbono. As parafinas
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normais usualmente representam cerca de 15 a 20% do petréleo, variando, no entanto, entre
limites bastante amplos — 3 a 35% — (THOMAS, 2001).

Os diferentes compostos do petroleo sdo obtidos através do processo de fracionamento
utilizando solventes diferentes capazes de solubilizar os compostos de interesse, utilizando-se
solventes apolares para obtengao da fase contendo hidrocarbonetos alifaticos.

Para hidrocarbonetos saturados a intensa predominancia de n-alcanos impares de n-Cas
a n-Css, apresentando n-Cz9 como o n-alcano de maior concentracdo (Cmax), € praticamente
auséncia de mistura complexa ndo resolvida — MCNR (Figura 1a) indica auséncia de fontes
petrogénicas em biodegradagdo. Enquanto a presenca de MCNR (Figura 1b) indica presenga
de fonte petrogénica.
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Figura 1. Exemplo de cromatograma que (a) apresenta e (b) ndo apresenta MCNR. Fonte: a
propria autora.
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Sdo classificados como hidrocarbonetos de baixo peso molecular os que possuem
vinte ou menos carbonos em sua composigdo (<C20) e os que possuem mais de vinte a&tomos
de carbono em sua composicdo sdo classificados como de alto peso molecular (>C21). A
relagdo (<C20/>C21) que correspondente ao somatorio das concentragdes de hidrocarbonetos
de menor peso molecular com o somatorio das concentragdes de maior peso molecular com
valores <1, indica alta incidéncia de compostos segregados por bactérias e plantas terrestres.
Essa razdo indica um principal aporte de hidrocarbonetos de origem biogénica (OLIVEIRA,
2007).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos alifaticos ¢ substancialmente maior na fase inicial
do processo de degradacdo quando comparados com os grupos aromaticos e polares (LIU et
al., 2011). Segundo CRUZ ¢ MARSAIOLI (2012) os compostos lineares sdo os primeiros a
serem consumidos pelos microrganismos visto que sdo os mais abundantes em 6leos nao

biodegradados.

2.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos — HPA

Os HPA, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, sdo presentes no meio ambiente.
Compreendem uma variedade de hidrocarbonetos compostos de dois a sete anéis benzénicos,
compreendendo mais de 100 substancias nas quais possuem diferentes caracteristicas fisicas e
quimicas.

Os HPA formam-se quando material que cont€ém carbono ¢ queimado de maneira
incompleta. Sua ocorréncia ¢ dada em virtude de origens antropogénicas e naturais, incluindo
origens pirogénicas e petrogénicas. Sdo moléculas resistentes a oxidacdo, evaporagdo e
reducdo, caracteristicas essas que aumentam com o peso molecular. Sdo divididos em dois

grupos: os de baixa a média solubilidade e de baixa a média volatilidade, em consequéncia,
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sua distribuicdo no meio ambiente ¢ diferenciada devido a suas diferentes caracteristicas
fisico-quimicas (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades quimicas de alguns HPA.

, Peso Pressdo de Solubilidade T(.zrnp.o de
Molécula , meia vidano Log K(o/a)
molecular vapor em agua (g/ml) solo
Naftaleno 128 36,8 31 <125d 3,37
Acenafitileno 152 4,14 16,1 40-60 d 4,00
Fluoreno 166 0,71 1,9 ~30d 4,18
Fenatreno 178 0,113 1,1 2d 4,57
Antraceno 178 0,0778 0,045 50d—-1,3a 4,54
Pireno 202 0,0119 0,132 ~200d-5a 5,18
Benzo[a]pireno 252 2,13x10°° 0,0038 270d —-8,2a 6,04
Benzo[ghi]perileno 276 2,25x107° 0,00026 ~9a 6,5

Em virtude de tais propriedades apresentadas, essas substincias podem ser
encontradas adsorvidas no material particulado. No solo geralmente sdo retidos nas camadas
superiores ¢ a degradagdo dos compostos de maior massa molecular ¢ geralmente lenta e seu
tempo de meia vida geralmente ¢ alto (NETO et al., 2000).

Tais substancias sdo objetos de estudo, dada a sua importincia geoquimica como
marcadores moleculares em sedimentos, explicando a origem dos depodsitos sedimentares,
constituindo uma importante ferramenta na avaliagdo da evolucdo de transformagdes da
matéria organica no ambiente. A maior fonte desses compostos se da por insergdo
antropogénica, principalmente industriais (caldeiras industriais, incineradores industriais,
producdo de petrdleo off-shore e transporte de petrdleo), entretanto cada tipo de fonte,
pirogénica, petrogénica e diagénese gera um grupo predominante de HPA, o que torna
possivel identificar a origem do HPA. Apresentam distribui¢des diferentes de acordo com
suas fontes, entretanto existem dificuldades de se analisar uma amostra sedimentar que pode
apresentar hidrocarbonetos de varias origens, sem contar que caracteristicas fisico-quimicas
de alguns HPA podem contribuir para a modificagdo da distribui¢do dessas moléculas a partir

dos seus meios de emissdo (SVERDRUP et al., 2003).
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Entretanto, indices moleculares baseados na co-variabilidade do comportamento
fisico-quimico foram desenvolvidas para acessar as varias origens de tais poluentes (SOCLO,
1989; BAUMARD et al., 1998). Com a associacdo de varios indices moleculares ¢ possivel
identificar a fonte de origem de hidrocarboneto na matriz de estudo.

Alguns indices diagnésticos utilizados para identificar as fontes de hidrocarbonetos
estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Algumas relacdes indices diagndsticos para indicar fonte de Hidrocarbonetos.

Indice Diagnéstico Petrogénico Q;grr:,)i (()ie Coné];l:];o de ggﬁgﬁﬁg Referéncias
An/(An+Fen) <0,10 >0,10 >0,10 >0,10 a, b
FI/(F1+Pir) <0,40 0,40 - 0,50 > 0,50 >0,50 a, b
B(a)A/(B(a)A+Cris) <0,20 > 0,35 > 0,35 > 0,35 a,b
CO/(CO+C1)178 <0,50 > 0,50 > 0,50 >0,50 a, b
C0/(C0+C1)202 <0,50 > 0,50 > 0,50 >0,50 a, b
IP/(IP+B(ghi)P) <0,20 0,20 - 0,50 > 0,50 >0,50 a,b
Par/(Par+Alc) <0,30 > 0,50 > 0,50 >0,50 b
Anel 4,5,6/THPA <0,40 > 0,50 > 0,50 >0,50 b
1,7(1,7+2,6)DMP - <0,45 >0,70 >0,70 a

CO — homologos metilados. Fonte: a-YUNKER et al. (2002); b - COLOMBO et al. (1989)
[apud a BIACHE et al., 2014].

No entanto, a aplicagdo dos indices pode indicar sobreposi¢do de fontes de origem o
que dificulta o diagnoéstico. OLIVEIRA (2007) ao avaliar ambiente remoto na Amazonia
aplicando a razdo BPM/APM, que representa a soma dos compostos parentais de baixo peso
molecular (Fen, An, F, Pi) sobre a soma dos compostos de alto peso molecular (BaA, Cri,
BbF1, BkFI1, BaPi, IPi, DbahA, BghiPe), encontrou valores > 1, quando compostos mais leves
prevalecem em relagdo aos mais pesados, indicando a presenga de aporte petrogénico, no
entanto, sugere que o diagndstico tenha apresentado um indicagdo erronea, visto que para as
amostras do trecho avaliado os valores das concentragdes de alguns dos compostos
envolvidos na construg¢do do indice, apresentam niveis baixos, menores inclusive do que o
limite de detec¢do do método, o que conclui que para correto emprego do indice o ambiente

avaliado deve ser conhecido.
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BIACHE et al. (2014) sugerem ter cautela ao utilizar indices diagndstico para avaliar
a fonte de HPA pois estes podem ser modificados drasticamente durante os processos de
transporte e deposicdo desses compostos.

Dependendo da origem dos HPA, a maior parte, em torno de 60 % a 90 % sdo
biodegradaveis, ¢ a menor parte, de 10 % a 40% sdo classificados como recalcitrantes, ou
seja, nao biodegradaveis, apresentando longos tempos de meia vida (SANTOS e
MARANHO, 2018).

A remocdo de HPA do solo ¢ definida pelos processos e condigdes ambientais
(Figura 2) sendo a principal por meio de degradacdo microbiana, no entanto outros fatores
como volatilizacdo, foto-oxidagdo, oxidagdo quimica, bioacumulagdo, adsor¢do e adesdo ao

solo sdo relevantes (CERNIGLIA, 1992).

Biorremediacao

HPA [ D Metabolitos

Adsorcao de matéria (E%
orginica pelo solo =
Bioacumulagao »{i
Volatilizagao O
Fotooxidacao

s

P

Remocao
ou
desintoxicacao

Figura 2. Processos que influenciam a remog¢ao de HPA no ambiente. Fonte: adaptado de
CERNIGLIA, 1992.
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2.2.1 HPA e atividade carcinogénica

Os HPA formam uma classe especial de poluentes quimicos, pois apresentam
atividades carcinogénica e mutagénica. O hidrocarboneto carcinogénico mais comum ¢ o
benzo[a]pireno (Figura 3a), que contem cinco anéis de benzeno. E tido como um derivado do
pireno, cuja diferenca se dé pelo acréscimo de mais um anel aromatico. Um segundo exemplo
de HPA conhecido como carcinogénico ¢ o hidrocarboneto de quatro anéis benzo[a]
antraceno (Figura 3b), que consiste em um antraceno com outro anel benzénico condensado a
ligagdo “a”. HPA com grupos metila (Figura 3c¢) sdo mais carcinogénicos que o0s

hidrocarbonetos originais (BAIRD, 2002).

(a) (b) © CHa

Figura 3. Exemplos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (a) Benzo[a] pireno; (b)
Benzol[a] antraceno (c¢) 1 — metil fenantreno.

As portas de entradas desses compostos no organismo humano sdo através das vias
respiratdrias, dérmicas e gastrointestinais. A Agéncia internacional em pesquisas de cancer
(International Agency for Research on Cancer — IARC) classificou alguns HPA em classes:
carcinogénicos aos humanos (Grupo 1) possivelmente carcinogénico aos humanos (Grupo
2A) e probabilidade de ser carcinogénico aos humanos (Grupo 2B) (ABDEL-SHAFY e
MANSOUR, 2016). DOMINGO e NADAL (2015) afirmam que dependendo da forma de
preparacdo ou das caracteristicas da comida o consumo de alguns alimentos podem ser porta
de entrada de HPA no organismo humano.

No organismo esses hidrocarbonetos sdo biotransformados por uma série de enzimas
que catalisam rea¢Ges de oxidag@o, redugdo e hidrolise (oxigenases de fungdo mista,

citocromo P450, NADPH-citocromo-c-redutase) e de enzimas que catalisam reagles de
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conjugacdo (sulfotransferase, epoxido hidrolase, glutation-S-transferase e UDP-
glicotransferase) as quais se distribuem por todos os tecidos. A primeira transformagdo que
ocorre ¢ a formagdo de um anel epoxido através da formacdo de uma ligacdo dupla do anel.
Monoxigenases dependentes do citocromo P450 (CYP1A) sdo responsaveis pela oxidacao
enzimatica dos HPA. Elas agem principalmente sobre a regido de elevada densidade
eletronica formando os epoxidos. Uma fragdo de moléculas sofre a adigdo de agua por acéo
das epoxido hidrolases produzindo dihidrodidis vicinais. A ligacdo dupla remanescente que se
encontra no mesmo anel dos grupos OH sofre uma subsequente epoxidacdo (epoxidos
secundarios ou di-hidroxido epoxido), formando moléculas que sdo carcinogenos ativos
(BOUCHEZ et al., 1996), ja que o aduto formado (Figura 4) pode forgar a célula a erros de

reparagdo que, subsequentemente, pode resultar em tumoracao (LOPES e ANDRADE, 1996).

D v I
L LI 0@
HO

: (0]
Benzo[a]pireno D L IT)

(
| o
OH
0
9 90
HO HO
OH OH av

V)

neJee
MO = Monoxigenase DNA HO
EH = Epoxido-hidrolase ‘O‘
G = Guanina HO

Aduto

Figura 4. Mecanismo de eliminagdo/ativagdo metabolica do BaP e representacdo esquematica
do aduto formado pela interagdo com o DNA. Fonte: LOPES e ANDRADE (1996).
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2.2.2  Fontes de HPA

Os HPA apresentam caracteristicas predominantes conforme sua origem. Quando
formados através de processos de combustdo incompleta de matéria organica natural e fossil,
em altas temperaturas, sdo denominados pirogénicos. Estes sdo caracterizados pela
predominancia de compostos ndo substituidos em relagdo aos seus homologos alquilados,
assim como pela predomindncia dos compostos de maior peso molecular, de 4 a 6 anéis
aromaticos. Quando ocorre presenca petrogénica, ou seja, os compostos sdo originados de
maturagdo lenta da matéria organica, ocorre predomindncia de HPA de 2 a 3 anéis. Os HPA
produzidos por degradagdo de precursores biogé€nicos sdo de origem de diagénese recente da
matéria organica e se caracterizam pela apresentacdo do grupo de hidrocarbonetos oleinicos
de origem biogénica. Também ¢ encontrada a presenga de perileno como o HPA de maior
intensidade (ABOUL-KASSIM e SIMNEIT, 2001).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de maior predomindncia no petroleo e
seus derivados sdo os de menor peso molecular, assim como as series homologas dos
isdmeros alquilados. Os HPA presentes no carvao e asfalto podem ter biodisponibilidade mais
limitada (BOEHM et al., 2001).

Os HPA pirogénicos produzidos pela combustdo de biomassa e de combustivel fossil
geralmente estdo associados a particulas ricas em fuligem carbonizada. A matriz de carbono
resultante ¢ rica em HPA de maior peso molecular, muitos dos quais sdo resistentes a
degradagdo na atmosfera, na coluna d’agua e no sedimento, e dessa forma s3o considerados
potencialmente toxicos a biota.

Diante da sua ocorréncia no meio ambiente e das atividades carcinogénica e
mutagénica, os HPA foram incluidos na agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos

(US EPA) e na Unido Europeia como poluentes prioritarios. A US EPA fixou 16 HPAs como
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os mais perigosos: naftaleno (Naf), metil-naftaleno (mNaf), dimetil-naftaleno (dNaf),
acenaftileno (Acf), acenafteno (Ace), fluoreno (F), fenantreno (Fen), antraceno (A),
fluoranteno (F1), pireno (Pi), criseno (Cri), benzo[a]antraceno (BaA), benzo[b]fluoranteno
(BbF1), benzo[k]fluoranteno (BkF1), benzo[a]pireno (BaPi), benzo[g,h,i]perileno (B[ghi]Pe) ¢
dibenzo[a,h]antraceno (dB[ah]An).

2.2.3 Quantificaciao de HPA

A quantificacdo de HPA em matrizes ambientais como ar, agua, solo e sedimento ¢é
bastante complexa e dispendiosa, por este motivo diversas pesquisas se dedicam a otimizar os
métodos classicos a fim de diminuir o tempo de analise ¢ o alto custo (CRISTALE et al.,
2008; CAVALCANTE et al., 2008; FERREIRA, 2010; GUIMARAES et al., 2010; EMIDIO
e DOREA, 2010), além de buscar diminuir os interferentes nesse tipo de analise (KRUGER et
al., 2014). O método classico para determinar HPA (EPA-US 3550) pode ser problematico
subestimando a concentracdo de HPA, dificultando trabalhos de monitoramento ambiental,
principalmente quando o numero de amostras ¢ muito grande (GUERIN, 1998) por este
motivo, ha uma faixa aceitdvel para o padrdo de recuperacdo que varia de 60 a 120 %.

As varias etapas do processo de extragdo, “clean up” e analise cromatografica
contribuem para a alta complexidade e o alto custo deste tipo andlise. De acordo com o
método classico para 3540C da EPA-US (1996), uma das etapas principais para quantificacao
de HPA, o processo de extragdo, pode levar de 16 a 24 horas para sua obten¢do, utilizando

grandes quantidades de solventes.

2.3 Oleo diesel

O oleo diesel ¢ uma mistura complexa proveniente da primeira etapa do refino do
petroleo, a destilagdo primaria, com hidrocarbonetos variando de Cg a C3o, sendo composto de
aproximadamente 40% de n-alcanos, 40% de isoalcanos e cicloalcanos e 20% de

hidrocarbonetos aromaticos (LEE ez al., 1992). E o principal petroderivado comercializado no
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mercado brasileiro, utilizado no transporte de cargas e de passageiros, em embarcagdes, na
industria, na geracdo de energia, nas maquinas para construgdo civil, nas maquinas agricolas e
locomotivas (PETROBRAS, 2012).

Como o fornecimento de energia elétrica ¢ deficiente nas comunidades isoladas ao
longo dos rios da regido do estado do Amazonas, a grande maioria do fornecimento ¢
realizada pela propria comunidade ou pelo poder municipal local. Normalmente os
comunitarios adquirem um grupo gerador com recursos dos moradores. Uma alternativa
encontrada pelas prefeituras para atendimento as comunidades isoladas ¢ o sistema de quotas
mensais de Oleo diesel, distribuidas entre os moradores. Ultrapassando essa quota, os
moradores assumem os custos adicionais, elevando o custo médio para acima da tarifa média
praticada pelas concessionarias (ELETROBRAS) e, devido a importancia do dleo para essas
comunidades o transporte do mesmo pode ocasionar problemas ambientais (BINSZTOK et
al.,2008).

O consumo total de 6leo diesel/biodiesel para suprir os 101 sistemas isolados do
Amazonas, previsto para o ano de 2014, era de 326.965 m®, para produzir 1.213,32 GWh,
correspondendo ao consumo especifico médio de 0,27 1/kWh (SOUZA, 2014). Segundo
relatério da companhia de distribuicdo de energia ELTROBRAS (2016), foram necessarios
602.115.051litros de diesel para essas populagdes em um periodo de 10 meses, essa grande
demanda de combustiveis transportados aumenta o risco de problemas ambientais.

De acordo com a legislagdo brasileira atual (LEI N° 13.263, DE 23 DE MARCO DE
2016) a adi¢do de biodiesel ao 6leo diesel comercializado deve chegar a 10% até 2019.

O Dbiodiesel ¢ uma mistura de alquilésteres de cadeia linear, obtida da
transesterificacdo dos triglicerideos de 6leos e gorduras com alcoois de cadeia curta (Figura 5)

esta reagdo tem como coproduto o glicerol (LOBO et al., 2009).
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Figura 5. Reacdo de transesterificagdo de triglicerideos. Fonte: adaptado de Ferreira e Cruz
(2009).
BRAGA et al. (2014) que avaliaram a degradacdo de biodiesel em solo por
biorreatores, verificaram remog¢ao acima de 80% do 6leo. No entanto a presenca de biodiesel
no diesel pode ser afetada pela origem do biodiesel, por exemplo, de acordo com GOMES

(2008) o biodiesel de derivados de soja ¢ de mais facil assimilacdo por microrganismos que 0s

de mamona.

2.4  Biorremediacao

O processo de biorremediagdo envolve o uso de microrganismos para degradar
constituintes organicos complexos e perigosos em substancias inofensivas e simples, tais
como didxido de carbono e agua. O processo de degradagdo pode ser melhorado alterando as
condi¢gdes quimicas ou fisicas do solo, tais como: o pH do solo, umidade e arejamento, e
também pela adigdo de nutrientes (WILSON e JONES, 1993).

Esta biotecnologia vem sendo utilizada ha varios anos e, em certos casos, apresenta
menor custo e maior eficiéncia na remo¢ao dos contaminantes do que as técnicas fisicas e

quimicas (como incineracdo ¢ lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em escala
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comercial no tratamento de diversos residuos e na remediacdo de areas contaminadas
(BANFORTH e SINGLETON, 2005).

Existem alguns tipos de tecnologias de biorremediag@o, dois dos mais comuns sdo a
bioaumentacdo que consiste na adi¢do de microrganismos com capacidade degradadora; ¢ a
bioestimulagdo que consiste na adi¢do de nutrientes ou biossurfactantes no solo para estimular
a acdo dos microorganismos autdctones (WHANG et al., 2008).

Segundo SUN et al. (2012) as técnicas de bioaumentacdo e bioestimulacdo utilizadas
em conjunto podem aumentar a degradacdo de HPA em solo, principalmente os de maior peso
molecular com 4 a 6 anéis, onde a degradagdo chega a ser 20 a 40 % maior que quando as
técnicas sdo utilizadas separadamente.

A toxicidade de hidrocarbonetos de petrdleo ¢ diminuida em solo natural devido a
degradagdo destes compostos por microrganismos (GARCIA et al., 2005). KONG et al.
(2018) ao avaliar a adicdo de microrganismos no solo demonstra que a adsorcdo desses
microrganismos com os HPA do solo levam ao aumento da biodegradacao desses poluentes.

Os compostos encontrados no petroleo sdo removidos preferencialmente na sequéncia:
n-alcanos, alquilcicloexanos, isoprenoides aciclicos, alcanos biciclicos, esteranos e hopanos,
com produgdo de novos compostos como produtos de biodegradagdo, tais como 17a, 25-nor-
hopanos a partir da desmetilacdo de hopanos em niveis severos de degradagdo (HEAD et al.,
2003; WALTERS, 1999).

O primeiro passo da via de degradacdo bacteriana aerdbica de hidrocarbonetos
aromaticos ¢ sua transformac¢do em um intermediario central, geralmente o catecol (Figura 6)
através da introdugdo de grupos hidroxila por enzimas periféricas (KANALY e
HARAYAMA, 2000). Por este motivo a determinagdo desse composto pode funcionar como

marcador do estagio de biodegradacao.
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Figura 6. Catecol, substancia marcadora de biodegradacdo por bactérias. Fonte: adaptado de
(LEMOS et al., 2008).

A biodegradacdo de HPA normalmente acontece em trés fases. Na primeira o
composto aromatico ¢ transformado em um metabolito intermedidrio central da via de
degradagdo dos HPA, normalmente um catecol.

Na segunda as enzimas de fissdo convertem os intermediarios centrais em compostos
que sdo utilizados nas vias comuns de geracdo de carbono ¢ energia da bactéria. Ocorre,
entdo, a abertura do anel do catecol por di-oxigenases, que catalisam a adigdo de oxigénio
molecular ao anel. Esta abertura pode ocorrer em duas posigdes: entre os grupos hidroxila
(clivagem intradiol ou orto), ou adjacente a um dos grupos hidroxila (clivagem extradiol ou
meta) (HEIDER e FUCHS, 1997; BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY ¢ HARAYAMA,
2000; SCRAMIN et al., 2003; DIAZ, 2004; JACQUES et al., 2007). As di-oxigenases
intradiol, possuem como cofator o Fe** e produzem o 4cido cis-cis-mucénico. Enquanto as di-
oxigenases extradiol, dependem do Fe**, produzindo o semialdeido 2-hidroximuconico e

podem ser subdivididas em proximais e distais, para caracterizar a posi¢cdo da clivagem do
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anel em relagdo ao radical (BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY ¢ HARAYAMA, 2000;
SCRAMIN et al., 2003; DIAZ, 2004; JACQUES et al.; 2007).

Na terceira etapa o produto resultante da abertura do anel ¢ convertido em produtos
que entram no cliclo de Krebs. O acido cis-cis-muconico sera convertido em succinato e
acetil-Co-A e o semialdeido 2-hidroximuconico, sera transformado em acido piruvico e
acetaldeido (KANALY e HARAYAMA, 2000; SCRAMIN et al., 2003; DIAZ, 2004;
JACQUES et al., 2007).

As rotas de biodegradagdo promovidas por bactérias ainda ndo sdo totalmente
conhecidas, no entanto ha inumeros trabalhos que sugerem as vias metabolicas de degradacéo

de HPA (Figura 7) e de n-alcanos (Figura 8).
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Figura 7. Proposta do caminho microbiano de degradacdo de HPA. Fonte: adaptado de
HARITASH e KAUSHIK (2009).
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Os n-alcanos de cadeias menores sdo oxidados subterminalmente (1° carbono

secundario da cadeia do n-alcano), formando alcool secundario, cetona, éster e acidos

carboxilicos, que sdo posteriormente biodegradados pelo processo de B-oxidagdo (CRUZ e

MARSAIOLL, 2012).
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2.5 Rizobactérias

Rizobactérias ¢ um grupo de bactérias que formam nddulos em raizes de plantas
leguminosas por interagdo simbidtica, auxiliando na fixagdo bioldgica de nitrogénio (N) nas
raizes das plantas (GOURION et al.,, 2015) nutriente essencial em solos agricolas. A
utilizacdo desse grupo leva, entdo, diminuigcdo da adigdo de N por fertilizantes quimicos, que
em grandes quantidades pode trazer prejuizos a qualidade do produto, sendo assim de alta
importancia agrondmica (SOARES et al., 2006).

Esses microrganismos podem ser selecionados e testados individualmente ou na forma
de consorcios para avaliar seu potencial de degradagdo de petroleo e seus derivados, ou
mesmo medir o uso de biossurfactantes por eles produzidos como ferramentas para o
desenvolvimento de estratégias de recuperagdo ambiental e aplicagdo biotecnologica
(SANTOS e MARANHO, 2018).

Os solos da regido amazonica sdo propicios a presenga desses microrganismos, pois
seu crescimento ¢ favorecido em pH acido e em altas temperaturas (CAMPOS et al., 2010),
além de sua reproducdo ser aumentada devido a alta umidade do solo (ZILLI et al., 2013) o
que ocorre periodicamente com inundagdes frequentes nos solos de varzea.

Os rizobios tornam-se uma boa alternativa para biorremediacdo de compostos do
petrdleo e seus derivados, pois eles toleraram a presenga de compostos toxicos como PCBs e
HPA (AHMAD et al., 1997). Segundo KAKSONEN et al. (2005) plantas leguminosas
aumentam a diversidade bacteriana em solos contaminados com o6leo. Na Tabela 4 estdo
descritos trabalhos utilizando rizobactérias para biodegradacdo de compostos toxicos.

Tabela 4. Estudos de biodegradag@o por rizobactérias.
Referéncia Resultados
SUOMINEN ef al. (1999) ‘As espécies cie rizébios foram sen§iveis
as concentragdes m - toluato superiores a
1.000 ppm.
Sugeriram que R. leguminosarum bv.
JOHNSON et al. (2003) Trifolli ¢ um inoculante viavel em solos
contaminados com altas concentracdes de




KAKSONEN et al. (2005)

JOHNSON et al. (2005)

WEI et al. (2008)

TENG et al. (2010)

YESSICA et al. (2013)

BISTH et al. (2014)

HPAs.

Sugeriram que a rizoremediagdo parece
funcionar de tal maneira que a
leguminosa estimula a proliferacao
bacteriana e degradagdo do m-toluato, o
que pode facilitar o crescimento mais
profundo das raizes nos solos
contaminados.

Reforgam a hipotese de que a dissipacdo
de HPAs na rizosfera ocorreu devido a
estimula¢do da comunidade microbiana
do solo.

O isolado de Rizobio CCNWTB701 a
partir de 4. chrysopteru apresentou
habilidade de degradagdo de 99,5 a
78,3%.

Indicaram que alfalfa-rhizobium pode
desempenhar um importante papel na
dissipacdo dos HPAs em solos e
inoculagdo com R. melioti para uma
degradagdo melhorada no solo.
Mostraram, pela primeira vez, que R.
Tropici CIAT 899 ¢ capaz de tolerar e
crescer em meio liquido contaminados
com Fen ou BaP; e, além disso, R. tropici
contribuiu em degradar 50 % de Fen, e
45 % de BaP, apds 120 h.

A rizobactéria Bacillus sp. SBER3
demonstrou potencial para
biodegradagdo, ao reduzir em torno de
84,4 % e 75,1% do antraceno e do
naftaleno, respectivamente apos seis dias
de incubacdo.
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E essencial conhecer o habitat natural de degradacio das populagdes microbianas

antes de se afirmar que determinado plano de biorremediacdo ¢ rentavel, ecologicamente

seguro e saudavel para o ambiente, dessa forma a experimentagdo com amostras ambientais se

torna necessaria para afirmar que determinado microrganismo serd satisfatorio para

determinado ambiente.

Dados preliminares do projeto ‘“Rede CT-Petro/Rede-03: tecnologias para a

recuperagdo de ecossistemas e conservacdo da biodiversidade na Amazonia brasileira”

indicam a atuagdo de microrganismos dos solos na degradagdo do petroleo e como pode ser
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intensificada adicionando-se nutrientes necessarios para acelerar seu metabolismo. Os
microrganismos utilizados nesse trabalho foram provenientes do estudo realizado por BRITO
(2013) que concluiu que 15 Rizobactérias pertecentes ao filo alpha-Proteobactéria,
apresentaram habilidade de degradar petroleo e tolueno quando usados como fontes de
carbono.

A codificac@o das bactérias utilizadas assim como o local de coleta estabelecido dentro
projeto Rede CT-Petro/Rede-03 e as espécies de plantas das quais foram obtidas estdo
descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Locais de coleta e espécies de plantas de obtengdo dos rizobios.
Rizobactérias Local da coleta Planta

Pueraria
INPA R546, INPA R548 Ramal do Caldeirdo, Terra firme, km 3 phaseoloides
(Feijao Bravo)

Pueraria
INPA R560, INPA-R574 Ramal do Caldeirdo km3 phaseoloides
(Feijao Bravo)

Cedrelinga
INPA-R677 Viveiro de Urucu catenaeformis
(Cedrorana)

Fonte: BRITO, 2013 adaptada.

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos amplamente
utilizados em diversos setores industriais. Estes compostos sdo moléculas anfipaticas
constituidas de uma por¢@o hidrofobica e uma porg¢ao hidrofilica (Figura 9). A porg¢do apolar €
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a por¢ao polar pode ser ionica (anionica
ou catidnica), ndo-idnica ou anfotérica. Os compostos de origem microbiana que exibem
propriedades surfactantes, isto ¢, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade
emulsificante, sdo denominados biossurfactantes (NITSCHKE e PASTORE, 2002; DISAI e

BANAT, 1997; CAMEOTRA, 1998).
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Figura 9. Representacdo genérica de compostos surfactantes.

Os surfactantes microbianos sdo moléculas complexas e compreendem compostos de
uma grande variedade de classes quimicas, incluindo os peptideos, acidos graxos,
fosfolipideos, glicolipideos e lipopeptideos (BATISTA, 2002).

O teste de emulsificacdo ¢ um dos mais importantes para testar a biodegradabilidade
de microrganismos, quanto mais espessa for a camada emulsificante, maior sera a quantidade
de biossurfactantes hidrofobicos produzidos. Na Tabela 6 estdo descritos as cinco espécies de
bactérias que apresentaram maior atividade emulsificante dentre os testes realizados por
BRITO (2013), e que serdo utilizados neste estudo para avaliagdo do seu potencial de
degradagdo por determinagdo das concentragdes de hidrocarbonetos apds determinados
periodos de exposi¢do a esses microrganismos.

Tabela 6. Espessura da camada emulsificante (em cm), de estirpes de rizobios usando duas
solucdes de sais diferentes e tolueno e petroleo como fontes de carbono.

Solugdo salina SYM Solugdo Salina INPA
Bactéria Agua em Oleo
Petroleo Tolueno Petroleo Tolueno
____________________________ Py T — —
Controle 0,32 B 0,42 B 0,41 B 0,46 B
INPA R557 8,38 A 4,56 A 9,58 A 9,09 A
INPA R560 7,57 A 6,56 A 8,23 A 10,65 A
INPA R631 9,42 A 12,78 A 5,61 A 7,58 A
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Solugdo salina SYM Solugdo Salina INPA
Bactéria Agua em Oleo
Petroleo Tolueno Petroleo Tolueno
____________________________ Py T — —
INPA R674 11,08 A 15,52 A 10,98 A 17,90 A
INPA R677 8,64 A 12,90 A 13,36 A 12,18 A

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

Os Rizébios utilizados por BRITO (2013) foram obtidos de nddulos de plantas
presentes nas raizes de plantas leguminosas provenientes de solos de varzea, podendo ser
utilizados em acidentes nesses ambientes. A qualificagdo da atividade emulsificante foi feita
de acordo com a convengdo adotada por MATSUURA (2004, apud MOURA, 2012), Tabela
7.

Tabela 7. Critérios para quantifica¢do de atividade emulsificante.

. . (otica 61
Atividade emulsificante Altura da emulsdo (tipo Densidade optica 610

agua em 6leo) nm (tipo 6leo em agua)
Alta >2 cm >1,2U
Moderada delal9cm de0,7al1,1U
Baixa <« cm de 0,1 20,6 U

Fonte: MATSUURA (2004, apud MOURA, 2012).

Todos os isolados de rizébios testados produziram camadas significativas desses
emulsificantes, conforme se observa pela comparagdo com a camada formada pelo tratamento
controle. Segundo MATSUURA (2004), as camadas emulsificantes formadas por todos esses
isolados sdo classificadas como altas (bem espessas).

Segundo BEZZA e CHIRWA (2016) a produgdo de biosurfactantes in situ leva ao
aumento da dessor¢do e emulsificagdo de contaminantes hidrofoébicos aumentando a sua

biodisponibilidade o que leva ao aumento do potencial de biodegradagao.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial de biodegradagdo Rizobactérias em amostras de solo de varzea

contaminadas por petroleo e 6leo diesel.

3.2  Objetivos Especificos

e Identificar e quantificar os hidrocarbonetos aromaticos em solo de varzea da
Amazonia central e identificar a origem predominante de matéria organica;

e Ativar cinco Rizobactérias e utilizar na biodegradacdo de petréleo e do 6leo diesel
em amostras de solo de varzea;

e Quantificagdo de propriedades fisicas e quimicas, que influenciam a agdo de
bactérias degradadoras, em amostras de solo de varzea;

e Quantificar espécies metalicas na amostra de solo de varzea;

e Identificar e quantificar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nas amostras
provenientes do experimento de biodegradacdo em diferentes tempos de atuagao;

o Identificar ¢ avaliar a abundancia relativa dos hidrocarbonetos saturados nas
amostras provenientes do experimento de biodegradacdo em diferentes tempos de atuagdo;

o I[dentificar e avaliar a abundancia relativa de substincia marcadora de
biodegradacao;

e Avaliar o potencial de biodegradagdo de petroleo e diesel pela atuagdo de

rizobactérias em amostras de solo de varzea.
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4.  MATERIAL E METODOS
4.1 Amostra ambiental

As amostras ambientais foram provenientes de solo de varzea localizado no municipio
de Manacapuru no estado do Amazonas - S 3.308925; W 60.607647 — (Figura 10). Foram
realizadas coletas de solo superficial de 0 — 20 cm, em cinco pontos amostrais determinados
aleatoriamente, peneirados na casa de vegetagdo do INPA para obtencdo de uma amostra

mista (Figura 11).

Rio Manacapuruf

R io S olimébes

Figura 10. Mapa da regido de coleta de solo na cidade de Manacapuru-AM (S 3.308925; W
60.607647). Fonte: Google maps.

171gura 11. (a) revolvimento; (b) coleta; (c¢) armazenamento do solo. Fonte: a propria autora.
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4.2  Propriedades quimicas do solo

A determinagdo das propriedades fisicas e quimicas do solo foi realizada de acordo
com o manual de métodos de andlise de solo da EMBRAPA (2011). O detalhamento do
método especifico utilizado para cada parametro esta descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Metodologias empregadas na determinacdo das propriedades quimicas do solo.
Propriedades da amostra

de solo Metodologia
pH Potenciometria
N (g kgh) Kjeldahl
C(gkgh Titulometria com K>Cr,O7
M.O (g kg™ Gravimetria
K (cmolc kg™) Absor¢do atdmica
Ca (cmolc kg™) Absor¢do atomica
Mg (cmolc kg1) Titulometria complexiométrica
Al (cmolc kg™) Titulometria
P (mg kg™) Titulometria
Fe (mg kg™) Absor¢do atdmica
Zn (mg kg™!) Absor¢do atomica
Mn (mg kg™) Absor¢do atomica
Cu (mg kg™) Absor¢do atdmica
Metais Ba, Cd, Hg, Pb, Se, Fluorescéncia de raio X
CreSb

4.3  Analise granulométrica
A analise granulométrica do solo foi realizada pelo método de espalhamento a Laser
no equipamento Granulometro Mastersizer 2000, este método compreende particulas de 0,2 a

2000 pm.

4.4  Ativacio de Rizobactérias

Os microrganismos adicionados ao solo de varzea contaminado com petréleo e 6leo
diesel foram cinco espécies de Rizobactérias provenientes de solos da Amazonia, pertencentes
a colegdo do Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazonia -
INPA, que segundo BRITO (2013), possuem alto poder de producio de biosurfactantes e

estdao descritos na Tabela 9.
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Tabela 9. Identificacdo das Rizobactérias.

Identificagdo Sigla
Bradyrhizobim sp INPA R560
Bradyrhizobim sp INPA R631
Bradyrhizobim sp INPA R557
Alicyclobacillus sp INPA R674

Rhizobim sp INPA R677

As espécies isoladas utilizadas no experimento foram adquiridas da colecdo do
Laboratorio de Microbiologia de solo do INPA. Para sua reativacdo as bactérias foram
pressionadas com uma pinga ¢ feitas as riscagens em placas de Petri contendo meio YM -
yeast manitol — (Figura 12) conforme descrito por VINCENTE (1970). As placas foram
incubadas a 28°C até o crescimento de colonias de bactérias e entdo foram mantidos em tubos
de ensaio contendo o meio YM, inclinado, segundo descrito por VINCENTE (1970) e

(SOMASEGARAN e HOBEN, 1985).

Figura 12. Riscagem das Rizobactérias em meio YM. Fonte: a propria autora.

4.5 Delineamentos dos processos de biorremediacao
Para avaliagdo do potencial de biodegradacdo das bactérias foi montado um
experimento onde foram pesados 500 g de solo de varzea em recipiente de vidro, em seguida

o solo foi submetido a autoclave, para garantir sua total esterilizacdo (Figura 13).
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Figura 13. Pesagem da amostra de solo e autoclavagem para garantir sua total esterilizac@o.
Fonte: a propria autora.

Apos a reativagdo das cinco espécies de bactérias com alto poder para produgdo de
biosurfactantes, foi realizada a contagem de colonias de bactérias por hemacitometro

Neubauer (Figura 14), em seguida foram preparadas diluicdes das solugdes obtidas para se

atingir a concentragdo de 1 x 107 UFC de cada espécie.

Figura 14. (a) Hemacitometro tipo Neubauer: lamina retangular em forma de H com
compartimentos e subcompartimentos. (b) Microscopio para leitura da lamina. Fonte: a
propria autora.

Foram adicionados ao solo uma solugdo de cada espécie de bactéria ¢ uma fonte de
carbono, 6leo diesel e petrdleo (cinco amostras para cada fonte). Em duas outras amostras de
solo foram adicionados um consorcio das cinco Rizobactérias usando como fonte de carbono
o 6leo diesel em um e o petrdleo no outro. O experimento foi realizado com o solo na

capacidade de campo de 80% (Figura 15). O petrdleo e 6leo diesel utilizados no experimento

foram cedidos pela empresa PETROBRAS, provenientes da refinaria de URUCU, Coari —
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AM. ). O experimento foi instalado em condi¢des de laboratério, onde a temperatura variou
de 27 °C a 30°C.
@ 00000 o o ]
\ \ l

Uma espécie de bactéria do Solugdo mix de 5 500 g de solo 500 g de solo ndo

género Rhizobium com altopoder ~ espécies de bactérias +  esterilizado+ 1%  esterilizado + 1
de producio de biosurfactantes 500 g de solo esterilizado de petroleo % de petrdleo
(totalizando 5 espécies) + 500 g +1% de petrdleo

de solo esterilizado + 1 % de
petroleo
® OO0O000 J ] ]
| | |
Uma espécie de bactéria do Solugdo mix de 5 500 g de solo 500 g de solo ndo

género Rhizobium com alto poder  espécies de bactérias + esterilizado + 1 % esterilizado + 1
de producdo de biosurfactantes 500 g de solo esterilizado de dleo diesel % de oleo diesel
(totalizando 5 espécies) + 500 g + de oleo diesel

de solo esterilizado + 1 % de 6leo

diesel

Figura 15. Esquema descrevendo o experimento de biodegradagao utilizando como fonte de
carbono (a) petroleo e (b) oleo diesel.

Foram realizadas trés coletas para avaliacdo das taxas de remog¢do de hidrocarbonetos,
nos tempos zero, 48 horas e 21 dias no experimento com 6leo diesel; e no experimento com
petréleo nos tempos zero, apos os periodos de 48 horas, 10 e 21 dias, em fluxo laminar para
prevenir contaminagdo das amostras (Figura 16). Apds as coletas as amostras foram
armazenadas em recipientes de aluminio, para evitar a contaminagdo por compostos
organicos, ¢ em seguida congeladas para realizagdo das andlises. A utilizacdo de uma espécie
de bactéria para teste busca mostrar como cada uma contribui para o processo de
biodegradacdo, visto que ¢ um processo complexo e diferentes fatores estdo relacionados

nesse sistema.
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Figura 16. Coleta das aosa provenientes dos experimentos de biodegradagdo para
determinagdo de hidrocarbonetos (totalizando 56 amostras). Fonte: a propria autora.
4.6 Determinacio de hidrocarbonetos
4.6.1 Extracio

As amostras de solo provenientes do experimento (10 g) foram homogeneizadas com
10 g de sulfato de so6dio anidro (Na2SQO4), previamente descontaminado em forno mufla a 450
°C por 4 horas. A extracdo foi realizada por ultrassom, de acordo com o método EPA-US
3550C, utilizando-se uma mistura com 10 mL de diclorometano € 10 mL de acetona com 3
repeticdes durante 20 minutos cada. Para controlar a eficiéncia do método foram adicionados
os padrdes de recuperagdo certificados, obtidos da Sigma-Aldrich, triacontano (nCsod) na
concentragio de 20 mg L' para hidrocarbonetos saturados, e p-terfenil 250 ng L' para HPA.
A redugdo das fragdes foi realizada em evaporador rotativo e fluxo continuo de nitrogénio,
apos a secagem total dos extratos, estes foram reconstituidos com hexano até o volume final

de 1,0 mL.

4.6.2 Fracionamento

Apobs extragdo e concentracdo do extrato, os processos de limpeza do mesmo e
fracionamento foram realizados em coluna de cromatografia liquida de vidro com 1,4 cm de
diametro interno, com 2,5 g de silica gel ativada, 0,5 g de alumina 5% desativada (p/v) e

aproximadamente 0,5 g de cobre ativado (Figura 17). A primeira fracdo contendo os
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compostos saturados (F1) foi eluida com 10 mL de hexano, ¢ a segunda fragdo (F2) contendo
os compostos aromaticos foi eluida com 10 mL de mistura de hexano e diclorometano (1:4).

As amostras foram reduzidas por fluxo continuo de nitrogénio até o volume final de 1,0 mL.

=l \
Figura 17. Fracionamento e limpeza dos extratos realizados em colunas cromatograficas.
Fonte: a propria autora.

4.6.3 Hidrocarbonetos saturados

Os hidrocarbonetos saturados (F1) foram analisados segundo o método EPA-US 8270
D modificado. Para o célculo de recuperagdo de F1, foi realizada a adigdo de padrdo
certificado no inicio da etapa de extracdo das amostras para teste de exatiddo do método. A
identificacdo de n-alcanos individuais em F1 foi obtida com base nos tempos de retengdo
obtidos pela injecdo de padrdo certificado de Cs a Cs0. A avaliagdo da biodegradacdo de
alcanos foi realizada por meio da abundancia relativa das areas dos cromatogramas obtidos,
proporcionais a taxa de recuperagdo de cada amostra.

A taxa de degradagdo de hidrocarbonetos saturados foi calculada segundo a Equagdo

(#o=4) oo

Taxa de degradacio =
4o (1)
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Onde Ay € relativo ao somatorio das areas dos n-alcanos no tempo zero e, Ay € relativo

ao somatorio das areas dos n-alcanos no periodo final considerado.

4.6.4 Hidrocarbonetos aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos foram determinados seguindo método EPA-US 8270 D

modificado. (Tabela 10) A fase 2, obtida na etapa de fracionamento, recebeu adi¢ao de padrao

interno solu¢do mix de naftaleno — ds, fenantreno — dio, criseno — dj2, acenafteno — dio e

perileno — di2 na concentragio de 250 ng mL".

Tabela 10. Lista de HPA determinados indicados pela EPA-US com seus respectivos pesos

moleculares, ion prioritario e secundario.

. Numero de Peso . an . lons .
Composto Abreviagao anéis Molecular  prioritario secundario
(g/mol) (m/z) (m/z)
Naftaleno Naf 2 128,17 128 129; 127
Acenatftileno Aceftl 3 152,20 152 151; 153
Acenafteno Ace 3 154,21 154 153; 152
Fluoreno F 3 166,22 166 165; 167
Antraceno A 3 178,12 178 176;179
Fenantreno Fen 3 178,23 178 179;176
Pireno Pi 4 202,26 202 200,203
Fluoranteno Fl 4 202,26 202 101;203
Benzo(a)antraceno B(a)A 4 228,29 228 229;226
Criseno Cris 4 228,29 228 226,229
Benzo(a)pireno B(a)Pi 5 252,31 252 253;125
Benzo(b)fluoranteno B(b)Fl1 5 252,32 252 253;125
Benzo(k)fluoranteno B(k)Fl1 5 252,32 252 253;125
Perileno Pe 5 252,32 252 253; 1,25
Benzo(ghi)perileno B(ghi)Pe 6 276,23 276 138;277
Indeno(1,2,3-cd)pireno IPi 6 276,23 276 138; 227
Dibenzo(a,h)antraceno D(a, h)A 5 278,35 278 139;279

Fonte: EPA — US 8270.
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Para o método analitico com padronizacdo interna, a quantificagdo individual dos
HPAs baseou-se em curvas de calibragdo contruidas com padrdes certificados marca Supelco
obtido do Sigma- Aldrich contendo uma mistura de 16 HPA, na faixa de 50 a 1000 ng L',
para a curva de baixa concentragdo; e de 1000 a 10.000 ng L', para a curva alta concentragio.
Para o calculo de recuperagdo de F2, foi realizada a adi¢do de padrdo certificado no inicio da
etapa de extracdo das amostras. Os coeficientes de correlagdo variaram de 0,9810 a 0,9987
para a curva baixa dos 16 HPA; para o fenantreno e criseno foram utilizadas as curvas altas,
devido a alta concentracdo desses compostos. Os graus de correlagdo foram de 0,9988 e
0,9986, respectivamente (Tabela 22 — ANEXO III). O limite de detec¢do e de quantificagdo
do método foi de 0,13 a 27,27 ug L ! e de 0,90 a 50,03 ng g'!(Tabela 22 — ANEXO III),
respectivamente,

Os hidrocarbonetos policiclicos determinados sdo os descritos pela EPA-US (Tabela
10) e os saturados, foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa (CG-EM) no equipamento Trace GC Ultra, acoplado ao espectrometro ISQ Single
Quadrupole MS da Themo Scientific (Figura 18), utilizando coluna capilar DB5/MS (30 m x

0,25 mm x 0,25um).

@

Figura 18. Cromatografo Trace GC Ultra, acoplado ao espectrometro ISQ Single Quadrupole
MS da Themo Scientific.

A taxa de degradacdo de HPA foi obtida através da equacdo 2:

= LEi=CF)
Taxa de degradacio = — X 100 2)

Onde Ci= concentragdo inicial de HPA e C= concentragdo final de HPA.
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4.7  Tratamento dos dados

Para obtencdo dos dados, o tratamento dos espectros de massa obtidos foi realizado
pelo software THERMO XCALIBUR 2.2, e o célculo das concentragdes de HPA e taxas de
degradagdo por meio do EXCEL 2010.

Foi realizado o teste de normalidade (Shapiro — Wilk) para os dados ao nivel de 95 %
de confianga.

Ao ser avaliada a ndo normalidade dos dados, realizou-se a normalizagdo logaritmica

dos dados segundo as equagdes 3 ¢ 4:

x* =log(x +1),parax=0 3)

x* = —log(1—=x),parax <0 4)

Com os dados normalizados, foi utilizado o software ORIGIN 8.0 para realizacio das
analises estatisticas. Foi realizado teste estatistico ANOVA de uma variavel para avaliar o
potencial de remocdo de hidrocarbonetos de petrdleo em cada fonte de carbono utilizada. Foi
realizado teste pelo método Turkey para comparar e avaliar a diferenca entre a remocao pelas
Rizobactérias em petroleo e diesel, a fim de identificar para qual fonte de carbono o

experimento de biodegradacdo ¢ mais eficiente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo quimica do solo

Os critérios utilizados para interpretagdo dos resultados encontram-se descritos no
ANEXO 1.

As analises quimicas da amostra de solo de varzea estdo descritos na Tabela 11, que
constam no ANEXO I. Segundo MARCHI (2008) a qualidade do solo estd altamente
relacionada a sua produtividade. Segundo os métodos agrondmicos, que avaliam as andlises
para avaliacdo da fertilidade do solo, o valor encontrado de pH (5,78) ¢ classificado como
médio (Tabela 17 — ANEXO I). De acordo com HARA e OLIVEIRA (2005) a maioria de
rizébios isolados ¢ tolerante a acidez. De acordo com estes autores na presenca de acidez

esses microrganismos apresentaram maior crescimento em menor periodo de tempo.

Tabela 11. Principais propriedades da amostra de solo de Manacapuru.
Quantificacdo das

Propriedades da amostra de solo

propriedades
pH 5,78
N (g kg™) 15,4
C (g ke 166,6
C/N 10,81
M.O (g kg™) 287,22
K (cmol. kg™) 0,50
Ca (cmol kg™!) 10,92
Mg (cmol. kg™) 2,86
Al (cmol. kg™) 0,05
P (mg kg™) 125
Fe (mg kg™) 1139
Zn (mg kg) 14,40
Mn (mg kg™) 241,50
Cu (mg kg 6,60

De acordo com a classificagdo agronomica, Tabela 18, Tabela 19 e Tabela 20
(ANEXO 1), os parametros P, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu apresentaram valores muito altos. Os

altos valores de Cu, Zn e Mn corroboram com os resultados de MAGALHAES ¢ GOMES
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(2013) que também encontraram altos valores para esses nutrientes. A concentracdo de Fe
(1139 mg kg') foi 24 vezes acima do nivel considerado alto de 45 mg kg!, fato também
observado por FAJARDO et al. (2009) que encontraram valores de 794 a 2.104 mg kg.
Segundo LIMA et al. (2005) os teores de ferro sempre sdo mais elevados na area superficial
do solo de varzea, esse comportamento esta relacionado aos teores mais elevados de matéria
organica, tendo consequentemente formas menos cristalinas de 6xidos de Fe nos horizontes
superficiais, as quais sdo mais facilmente reduzidas.

A concentracdo de P na regido foi alta (125 mg kg™') segundo FAJARDO et al. (2009)
niveis mais elevados desse  elemento sdo encontrados nas camadas superficiais do solo.

A matéria organica (M.O) do solo refere-se a todo material organico contido no solo,
incluindo a liteira, as fragdes leves, a biomassa microbiana, substdncias organicas soliveis em
agua e a matéria organica estabilizada, comumente denominada himus (STEVENSON,
1994). A M.O ¢ referida como indicadora da qualidade do solo em virtude de sua
suscetibilidade de alteracdo em relacdo as praticas de manejo e por correlacionar-se com a
maioria das propriedades do solo (MIELNICKZUK, 1999). Os valores de M.O ¢ N
classificam a amostra de solo avaliada como fértil (Tabela 21 — ANEXO 1), diferindo dos
resultados encontrados por FAJARDO et al. (2009), que caracterizaram as baixas
concentracdes desses parametros como limitantes para a produg@o agricola na area de varzea
da Amazonia.

O alto teor de nitrogénio na amostra (15,4 g kg!) difere dos normalmente encontrados
na regido de varzea que sdo geralmente baixos (FAJARDO et al., 2009), no entanto o valor
encontrado sugere atividade de microrganismos presentes no solo atuando na fixacdo desse
nutriente. Durante o trabalho de campo foram encontradas na regido espécies vegetais com

nddulos que sugerem presenga desses microrganismos (Figura 19). O teor de N encontrado é
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9 vezes o valor que classifica o solo muito bom em termos de fertilidade que é de 1,7 g kg

(Tabela 21 — ANEXO ).

Figura 19. Espécie vegetal no local de coleta de solo de varzea. Fonte: a propria autora.

Os valores de Al e K apresentaram-se muito baixo e médio, respectivamente. A baixa
concentra¢do do aluminio (0,05 cmol. kg!) apresenta aspecto positivo para o experimento de
biodegradacdo, ja que sua presenga no solo ¢ classificada como fitotoxica. HARA e
OLIVEIRA (2005) ao avaliarem a tolerancia de rizobios, isolados de ndodulos de espécies
vegetais, ao aluminio notou-se a alta sensibilidade desses microrganismos. Baixas
concentragdes de AL também foram observadas por FAJARDO et al. (2009) com valores de
0,0 a4,1 cmol kg™

O teor de C na amostra de solo foi bastante alto de 166,6 g kg'!, valor bem acima do
encontrado por MAGALHAES e GOMES (2013) que foi de 6,38 a 9,34 g kg nas camadas
superficiais do solo de varzea (10 — 30 cm). A baixa razdo C/N indica alta incorporagdo de N
no solo.

Os resultados de analise granulométrica (Tabela 12) do solo mostram predominancia
das fracdes mais finas argila e silte, mostrando menor contribuicdo da fragdo mais grossa
(areia), segundo GUIMARAES et al. (2013) essa distribuigio granulométrica reflete a

natureza sedimentar recente das particulas minerais que constituem o ambiente de varzea, fato
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comprovado pela razdo silte/argila com valor de 5,53, de acordo REBOUCAS et al., (2014)
razdo silte/argila > 1,0 indica solos jovens e pouco intemperizados.

Tabela 12. Resultados da andlise granulométrica da amostra de solo.

Analise granulométrica (%)
Areia 14,07 £ 4,26
Silte 68,50 £ 3,00
Argila 12,39 £ 1,37

A presenca de metais pesados no solo pode ser inibitoéria para biodegradagdo de
compostos organicos por exercer toxicidade para microrganismos (MEGHARAJ e NAIDU,
2008). As concentragdes de metais na amostra de solo estdo descritos na Tabela 13. Os
valores de metais avaliados na amostra de solo foram, em geral, abaixo do recomendado pela
Canadian Environmental Quality Guidelines (CEQG). As concentragdes de Ba, Cd ¢ Se
apresentaram valor acima do recomendado pela CEQG. ROANE et al. (2001) avaliaram que
valores de 60 mg kg' de Cd no solo mostram agdo inibitoria das enzimas 4cido 2,4 fenol
acético de bactérias Alcaligenes eutrophus.

Tabela 13. Concentracdes de metais na amostra de solo de Manacapuru.
Metal Sb Ba Cd Cr Pb Hg Se
Concentracdo 12101 583 0,5 150 Nd. 200
(mgkg ™)
Valor de
recomendacdo
CEQG

(mg kg™

N. d. = abaixo do limite de deteccdo do equipamento, CEQG: Canadian Environmental

Quality Guidelines
Nao foi identificado desvio padrdo entre as replicatas das analises de metais.

12 750 1,4 64 70 6,6 1,0

Os microrganismos diferem em relagdo aos seus mecanismos de tolerdncia em relagdo
a contaminantes metalicos especificos (MEGHARAJ e NAIDU, 2008). GILLER et al. (1998)
demonstraram que Rhizobium meliloti foi menos sensivel a metais pesados que Rhizobium

leguminosarum e Rhizobium loti.
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5.2  HPA no solo

A recuperagdo dos compostos variou entre 60 ¢ 130%. A avaliagdo das concentragdes
de HPA na amostra de solo apresentou a maior concentracao de fenantreno (Fen) com 3,67 ng
g! e a menor de pireno com 1,16 ng g! (Figura 20a). A amostra de solo apresentou baixas
concentra¢des em relagdo a HPA, dos 16 considerados foram identificados na amostra de solo
de varzea a presenca de 3 HPA, Fenantreo (Fen), Fluoranteno (F1) e Pireno (Pi) (Figura 20b),
diferenciando dos resultados de WILCKE et al. (2003), que ao avalir solo de varzea em regido

proximo a Manaus, encontrou predominancia de naftaleno, fenantreno e perileno.
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Figura 20. (a) Cromatograma de identiﬁT;:z;zmzios HPA na amostra de solo natural (b)
Concentragdo de HPA na amostra de solo de natural. (trocar a figura, filtando apenas os
compostos detectados)

O YHPA (6,75 ng g foi abaixo do valor indicado para limite ambiental internacional
para os 16 HPA indicados pela US-EPA (2005), que é de 766 ng g em relagdo ao TEL
(Threshold Effects Level), nivel ao qual ndo se observam efeito nocivo a comunidade
biologica, e de 7070,90 ng g! em relagdo ao PEL (Probable Effects Leval) nivel ao qual,
frequentemente, ha efeito nocivo a comunidade biologica.

Estudos sobre concentragdes de hidrocarbonetos de petroleo sdo escassos na regido da
Amazonia Central. Registros pioneiros podem ser visto por OLIVEIRA et al., 2007a e
OLIVEIRA et al., 2007b, apresentaram niveis basais de HPAs e outros marcadores
moleculares em sedimentos do rio Solimdes e lagos associados.

Os autores observaram baixas concentragdes para o somatorio de 37 HPAs de 52 a
1110 ng g'! e os indices diagndstico calculados apresetaram além da forte origem biogénica a
forte presenca de hidrocarbonetos de fontes pirogénicas.

SOUZA et al. (2015) estudou os sedimentos da orla do Rio Negro da cidade de
Manaus que ¢ a cidade mais populosa do estado do Amazonas, com cerca de 2,1 milhdes de

habitantes, esta regido apresenta fortes indicios de impactos por poluigdo antropica e os niveis

de HPA encontrados foram de 6,5 a 5348 ng g'!.
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Estudos relacionados a niveis de HPA e outros hidrocarbonetos de petroleo em solo da

regido Amazdnica ndo foram encontrados.

5.3 Biodegradacao de n-alcanos
Ao se avaliarem os cromatogramas referentes a fracdo de n-alcanos do diesel e do
petroleo utilizado para o experimento nota-se presenca de série homologa de C10 a C30
(Figura 21a) no diesel e no petrdleo a presenga de C9 a C35 (Figura 21b), o petrdleo por ser

mais complexo possui compostos de maior peso molecular.
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Figura 21. Cromatograma da fragdo 1 (a) dleo diesel; (b) petrdleo utilizado o experimento.
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Segundo LIU et al. (2011) a decomposigdo de hidrocarbonetos saturados ¢ dominante
em relagdo aos aromaticos, os n-alcanos (Ci4 - Cso) sdo preferencialmente consumidos por
bactérias e mais suscetiveis a biodegradagdo (DAS ¢ MUKHERIJEE, 2007). As taxas de
degradagdo de n-alcanos mostram que as bactérias foram mais eficientes na remog¢ao destes
compostos no petroleo, todas as espécies levaram diminuicdo dos niveis de n-alcanos totais.

Os consorcios apresentaram taxa de remog¢ao proximas nos dois experimentos, no 6leo
diesel a taxa de remocao foi de 67,57 % e no petrdleo foi de 67,80 % (Tabela 14). A espécie
INPA R677 apresentou 47,38 % de remogdo no 6leo diesel e 68,33 % no petrdleo no periodo
de 48 horas. No periodo de 21 dias as taxas foram de 88,89 % de remogéo de n-alcanos no
6leo diesel € 97,74 % de remogao no petrdleo, sendo, assim, a espécie com maior potencial de

degradacdo de n-alcanos.

Tabela 14. Taxas de degradacdo dos hidrocarbonetos n-alcanos nas amostras provenientes da
degradagdo microbiana nos periodos de 48 horas ¢ 21 dias no experimento com 6leo diesel ¢
com petrdleo.

Oleo diesel
INPA INPA INPA INPA INPA

CONTROLE = CONTROLE

ISOLADOS © poch Re31  RS57  R677  Re74  CONSORCO 1 2
....................................................... et e e e —————aa——
48 HORAS 46,04 43,40 62,61 47,38 34,61 18,63 27,03 12,95
21 DIAS 62,02 49,09 63,19 88,89 65,87 67,57 38.37 25,21
Petroleo
INPA__INPA___INPA __INPA _ INPA , CONTROLE _ CONTROLE
ISOLADOS ' ps60  Re631  RSS7  R677  Re74  CONSORCO 3 4
...................................................... et e e e —aaaaaaan
48 HORAS 48,32 33,17 30,24 68,33 41,84 50,68 1,49 0,32
21 DIAS 84,96 3324 84,89 97,74 90,65 67,80 77,14 29,21

A espécie INPA R631 apresentou as menores taxas de degradacdo de n-alcanos com
valores de 43,40 % e 33,17 % para os experimentos com oOleo diesel e petrdleo,
respectivamente, no periodo de 48 horas. E, no periodo de 21 dias, as taxas foram de 49,09 %
no 6leo diesel e 33,24 % no petréleo.

BRITO (2013) avaliou a producdo de biossurfactantes por estes isolados através do

teste de medicdo da espessura da camada emulsificante (Tabela 6), de acordo com este teste a
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espécie INPA R631 apresentou valor de 5,61 cm de espessura, enquanto o isolado INPA
R677 apresentou um valor 13,36 cm sendo esta, portanto, capaz de produzir mais
biossurfactantes, que facilita a degradagdo de hidrocarbonetos por bactérias.

Os controles 2 e 4, apresentaram taxa de biodegradagdo de 25,21 % no 6leo diesel e de
29,21 % no petroleo apos o periodo de 21 dias, comprovando que ocorre uma perda destes
compostos por volatilizag@o.

A abundancia de n-alcanos < C20 foi maior tanto no diesel (Figura 22) quanto no
petroleo (Figura 23), no periodo de 21 dias de incubacdo os teores dessa fracdo de
hidrocarbonetos foram os que diminuiram em todos os tratamentos do experimento com 6leo
diesel. Os hidrocarbonetos alifaticos de menor peso molecular s3o 0os compostos prioritarios

na remogao por microrganismos (HEAD et al, 2003; PETER et al, 2005a, ELSHAFIE, 2007).
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Figura 22. Abundancia relativa do somatorio dos n-alcanos <C20 e >C20 no experimento com
6leo diesel nos tempos zero, 48 horas ¢ 21 dias.

Em relagdo aos n-alcanos de maior peso molecular (C>20), obteve-se maior remogao
em relagdo aos tempos inicial ¢ final do experimento para os tratamentos INPA R631, 557,
677 e 674 no experimento com o Oleo diesel, demostrando que estes isolados
individualmente, atuaram satisfatoriamente na remoc¢do de n-alcanos de maior peso

molecular.
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No experimento usando como fonte de carbono o petrdleo, com excegdo do tratamento

controle 4, todos apresentaram alta remoc¢do, tanto de n-alcanos C<C20 quanto os de maior

peso molecular >C20.
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Figura 23. Abundancia relativa do somatorio dos n-alcanos <C20 e >C20 no experimento com
petréleo nos tempos zero, 48 horas e 21 dias.

Ao avaliar o cromatograma de ions total nota-se diminui¢do da MNCR durante o

periodo de incubacdo do experimento com Oleo diesel. Essa diminuigdo foi bem mais

expressiva do que o controle 2 entre os tempos inicial e final quando usada a espécie INPA

R677 (Figura 24a), que teve taxa de remocao do somatorio de n-alcanos de 97,74 % (Figura

24b) a diminui¢do de n-alcanos em relagdo ao tempo inicial foi de 25,21 %.
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Figura 24.Cromatograma de ions total nos tempos inicial e final de incubagdo do experimento
(a) isolado INPA R677- potencial de degradacdo 88,89 %; (b) controle 2 — potencial de
degradagdo 25,21% no experiemnto com 6leo diesel.

A grande quantidade de compostos de alto peso molecular s3o responsaveis pelo alto
perfil de MNCR em petroleo e seus derivados (GUO ef al., 2011), logo a sua diminui¢do pode
ser atribuida a conversdo de moléculas mais complexas em compostos mais simples durante o

processo de biodegradagao.
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Figura 25. Cromatograma de ions total nos tempos inicial e final de incubagdo do experimento
(a) isolado INPA R677- potencial de degradacdo 97,74 %; (b) controle 2 — potencial de

degradacdo 29,21% no experimento com Petroleo.

A MNCR se comportou da mesma forma no experimento que utilizou o isolado INPA

R677 (Figura 27a) como fonte de carbono o petréleo, quando comparada com o experimento

com o 6leo diesel. Houve alta taxa de remocdo de n-alcanos e a diminui¢do da MNCR entre

os tempos inicial e final de incubagdo do experimento. No controle havia somente o solo

autoclavado e 6leo diesel e observou-se pouca variagdo da MNCR (Figura 25b).

5.4  Biodegradacio de HPA

Nas amostras provenientes do experimento de biodegradacdo foram identidificados

cinco HPA dos 16 avaliados (Figura 26a) foram eles naftaleno (Naf), acenafteno (Ace),

fluoreno (F), fenantreno (Fen), criseno (Cris) e benzo(a)pireno (B(a)P), que, com excec¢do do

naftaleno, coincidem com os mesmos hidrocarbonetos encontrados na caracterizagdo do o6leo

diesel (Figura 26b) e no petroleo (Figura 26c) adicionados ao solo para os experimentos,

sendo o Fenantreno encontrado em maior concentracdo em todas amostras.
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Figura 26. Cromatograma da fracdo 2 (a) amostra do experimento de biodegradacgao; (b) 6leo
diesel; (c¢) petroleo.
O naftaleno ¢ o hidrocarboneto mais simples dos 16 indicados pela EPA-US (2001),

hidrocarbonetos de baixo peso molecular sdo produzidos durante o processo de biodegradagio
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de HPA de alto peso molecular (WAIGI et al, 2015). Segundo QIN et al. (2017)
hidrocarbonetos de 5 anéis ao serem degradados se abrem produzindo compostos aromaticos
de um a quatro anéis que sao mais biodisponiveis.

As concentragdes iniciais de HPA no tempo =zero apresentaram diferentes
concentragdes, o que ndo era esperado, pois foram adicionadas as mesmas quantidades de
petréleo e oleo diesel no inicio do experimento (I % m/m). No entanto observaram-se
diferengas entre as amostras, visto que algumas apresentaram maior umidade que outras. Ao
se avaliar o grau de correlagdo de Pearson (p<0,05), entre as concentragdes iniciais de HPA e
as camadas emulsificantes produzidas por estes microrganismos (Tabela 6), nota-se
correlag@o positiva com valor do coeficiente de regressdo linear de 0,70 no experimento com
6leo diesel; e 0,83 no experimento com petroleo, indicando que a produgdo de
biossurfactantes influencia no processo de extragdo de HPA. CRAMPON et al. (2016) ao
avaliarem a extragdio de HPA em solo com diferentes fases aquosas concluiu que
biossurfactantes podem influenciar nas concentragdes de HPA obtidas, indicando que a sor¢do
de HPA ao solo controlam os processos de biodegradagdo, ¢ que surfactantes anidnicos
possuem boa capacidade de dessor¢do de HPA, de baixo e de alto peso molecular a partir do
solo.

Das cinco espécies de rizobactérias testadas no experimento com Oleo diesel duas
delas, individualmente, apresentaram diminui¢do das concentragdes de HPA total (HPAT), a
espécie INPA R557 diminuiu a concentragdo de HPAT de 1668,72 ng ¢! para 236,13 ng g'!
(Figura 27), a espécie INPA R677 apresentou concentrago total de HPA de 1590,95 ng g!' no
tempo zero e 435,40 ng g apos o periodo de 21 dias. O consércio com as cinco espécies

diminuiu a concentragdo inicial de HPA de 659,66 ng g! para 240,08 ng g'! no periodo final.
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Figura 27. Concentracdo do somatoério de HPA [>HPA = Acenafteno + Fluoranteno +
Fenantreno + Criseno + Benzo(a)pireno] nos experimentos com 6leo diesel.

O controle 1, em que foi utilizado o solo sem esterilizar também apresentou
diminui¢do da concentragdo de HPAT de 1751,77 ng ¢! para 353,94 ng g, sugerindo que no
proprio solo utilizado para o experimento ocorre atividade microbiana atuante na degradagao
do 6leo, sendo, portanto aplicavel a este ambiente a técnica de bioestimulag@o, que consiste na
utilizacdo da microbiota indigena estimulando suas condi¢des de crescimento por meio da
adi¢do de nutrientes (SUN et al., 2012).

As concentragdes de HPA avaliadas foram menores no experimento com petréleo em
relacdo ao experimento com diesel, isso se deve ao fato de produgdo de HPA estar relacionada
a combustdo incompleta da matéria organica (PETERS ef al., 2005a), ¢ dessa forma nos
proprios processos de refino do petroleo pode ocorrer formacdo de HPA levando ao aumento
das concentragdes desses compostos em seus derivados.

Entre os cinco isolados testados no experimento com petroleo trés apresentaram
diminui¢@o na concentracdo de HPAT, sendo eles os microrganismos INPA 560, 557 ¢ 677

(Figura 28).
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INPA R557 diminuiu a concentracdo de 724,42 ng g para 167,57 ng g!, INPA R677
levou a diminuicdo da concentracio de 586,14 ng g'! no tempo zero para 242,81 ng g’ apos o

periodo de 21 dias.
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Figura 28. Concentracdo do somatoério de HPA [>HPA = Acenafteno + Fluoranteno +
Fenantreno + Criseno + Benzo(a)pireno] nos experimento com petréleo nos tempos zero, apos
o periodo de 48h, 10 dias e 21 dias.

O isolado INPA R560 ndo apresentou diminui¢do da concentragdo de HPAT no
experimento com 6leo diesel, no entanto no experimento utilizando como fonte de carbono o

petroleo notou-se diminuicdo da concentragio de 427,42 ng g'! para 104,69 ng g!, por este

microrganismo.

O fenantreno ¢ um HPA de baixo peso molecular, obtido da fusdo de trés anéis de
benzeno em um arranjo angular, é formado através da transformagdo geoldgica térmica e por
meio de queimadas que ocorrem naturalmente nas florestas. Os HPA de trés anéis sdo os
produtos primarios da combustio de materiais organicos (PETERS et al., 2005a). Segundo
(OLIVEIRA, 2007) ao avaliar sedimento na regido amazonica tanto em darea remota quanto
em area industrial o fenantreno apresentou os maiores teores em relagdo aos 16 HPA

prioritarios. As bactérias INPA R560, 631 e 674 levaram ao aumento da concentracdo desse
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composto apos o periodo de 21 dias, o mesmo foi observado no controle 2, sem a adi¢do de
microrganismos mostrando que em processos naturais de degradagdo da matéria organica esse
composto ¢ formado (Figura 29). A bactéria INPA R631levou ao aumento da concentragdo de
fenantreno em um periodo de 48h, no entanto ao periodo de 21 dias observa-se diminui¢do da
sua concentracdo indicando inicio de degradagdo neste periodo. Os tratamentos INPA R557,
INPA R677, consorcio e controle 1 ocorreu diminui¢do da concentragdo no fenantreno apds o

periodo de 21 dias, comprovando o potencial de degradacdo desses tratamentos.
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Figura 29. Concentragdo de fenantreno no experimento com 6leo diesel nos tempos zero, apos
o periodo de 48h e apds 21 dias no experimento com 6leo diesel.

O fenantreno foi o composto que apresentou as maiores concentragdes tanto no
petroleo quanto no 6leo diesel, no entanto no o6leo diesel as concentragdes deste composto
foram duas vezes aquelas encontradas no petroleo. Os isolados INPA R631, 674 e controle 4
levaram ao aumento da concentragdo de fenantreno no tempo final de avaliagdo do
experimento. As espécies INPA R560, 557, 677, o consorcio e controle 3 levaram a
diminui¢@o das concentragdes do fenantreno apds o periodo de 21 dias. O isolado INPA R560
destacou-se, no experimento com oleo diesel levou ao aumento da concentragdo final de

fenantreno, no entanto, no experimento utilizando petroleo como fonte de carbono as
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concentragdes de fenantreno reduziram de 174,06 ng g no tempo zero para 104,56 ng g’

apos o periodo de 21 dias de incubagdo (Figura 30).
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Figura 30. Concentragdo de fenantreno no experimento com petréleo nos tempos zero, apds o
periodo de 48h, ap6s 10 dias e 21 dias.

O B(a)P foi classificado pela Agéncia Internacional em Pesquisa de Cancer (IARC)
como grupo 1 na probabilidade carcinogénica aos humanos (ABDEL-SHAFY ¢ MANSOUR,
2016). As espécies INPA R 677 e 557, foram capazes de diminuir a concentracdo deste
composto tanto no experimento com o6leo diesel quanto no experimento com o petroleo, do
decréscimo na concentragio de diesel foi de 81,25 ng g! no tempo zero para 12,07 ng g no
tempo final, e no petréleo de 28,06 ng g no tempo zero para 10,48 ng g no tempo final
(Figura 31 Figura 32). Os consorcios e os controles 1 ¢ 3 também foram capazes de diminuir a
concentracao desse contaminante no solo de varzea. MANSOURI et al. (2017) ao avaliarem a
degradagdo de B(a)P pela bactéria M. maritypicum CB7, notaram que ela foi capaz de
diminuir a concentracdo de B(a)P de 10 mg L! para 3,10 mg L' (69 %) em um periodo de

trinta dias, no entanto, sua avaliacdo se deu utilizando esse HPA individualmente.
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Figura 31. Concentragdo dos HPA Acenafteno (Ace), Fluoreno (F), Criseno (Cris) e
Benzo(a)pireno (B(a)P nos isolados (a) INPA R 560; (b) INPA R631; (¢) INPA R557; (d)
INPA R677; (e) INPA R674; e no, (f) Consorcio; (g) controle 1; (g) controle 2 no
experimento utilizando como fonte de carbono o 6leo diesel.



72

(a) 300 - (b) 300 -
250 250
200 mTO 200 - =TO
&0 (50 | m48H E i "
= 150 : 150 48H
100 - 10DIAS = 199 | 10 DIAS
50 m21 DIAS 50 u21 DIAS
0 A 04
ACENL Fen CRIS B()P
(©) 300 - @ 300 -
250 ~ 250
200 A mTO 200 A =TO
&0 50 | m48H E |
- 150 ;_2150 m43H
100 - 10 DIAS 100 - 10 DIAS
50 m21 DIAS 50 u21 DIAS
0 - 0
ACENL F Fen CRIS B()P Fen CRIS B(a)P
(e) 300 - @® 300 -
250 250
200 - 1O 200 1 uTO
b0 -
- 150 4 m48H ;150 | m48H
100 - 10 DIAS 100 10 DIAS
50 A m21 DIAS 50 m21 DIAS
0 A 0
ACENL F Fen CRIS B(a)P CRIS B(a)P
(g) 300 1 (h) 300
250 A 250 -
200 4 ETO 200 nTO
;150 J Hm48H ;.2150 E H48H
100 10 DIAS 100 10 DIAS
50 u21 DIAS 50 1 21 DIAS
0 - 04
ACENL F Fen CRIS B()P ACENL F Fen CRIS B(a)P

Figura 32. Concentragdo dos HPA Acenafteno (Ace), Fluoreno (F), Criseno (Cris) e
Benzo(a)pireno (B(a)P nos isolados (a) INPA R 560; (b) INPA R631; (¢) INPA R557; (d)
INPA R677; (e) INPA R674; e no, (f) Consodrcio; (g) controle 1; (g) controle 2utlizando como
fonte de carbono o petréleo.

O criseno foi o composto que apds o fenantreno apresentou as maiores concentragdes
nas amostras avaliadas. Segundo a IARC foi classificado como grupo 2B na probabilidade
carcinogénica aos humanos (ABDEL-SHAFY ¢ MANSOUR, 2016), ¢ um HPA de 4 anéis
eportanto tende a ser mais resistentes a biodegradagdo. A espécie INPA R677 levou a
diminui¢do das concentracdes deste composto de 80,14 ng g para 12,07 ng g no periodo
final de incubacfo no experimento com petroleo e, de 222,82 ng g! para 140,51 ng g apos o

periodo final de incubagdo, no experimento com 6leo diesel. Isso comprova o potencial de
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degradagdo desse microrganismo para a redugdo do criseno em matrizes complexas como
petrdleo e seus derivados. GHEVARIYA et al. (2011) ao avaliarem a biodegradagdo de
criseno por Achromobacter xylosoxidans, uma bactéria halotolerante isolada de area poluida
com petrdleo bruto, notaram uma diminuigdo de 85,96 % na concentracdo de criseno em um
periodo de cinco dias. No entanto a sua avaliagdo ndo levou em consideracdo matrizes
complexas como o petroleo, onde o acesso do microrganismo ao composto ¢ mais dificil,
devido a competicdo com outros compostos mais biodisponiveis.

CHENG et al. (2018) afirmam que a suscetibilidade de HPA a biodegradacao ndo esta
baseada no seu nimero de anéis aromaticos, € sim na estrutura dos substratos nos organismos
responsaveis pela biodegradagdo, os quais controlam a habilidade de penetragdo na membrana
celular de forma a ativar a enzima microbiana responsavel pela assimilagdo do composto.

O acenafteno e o fluoreno sdo compostos isdmeros, formados pela fusdo de trés anéis
benzénicos. A concentragdes desses compostos, com exce¢ao nos tratamentos com o isolado
INPA R674 e no controle 2, diminuiram durante o periodo de incubag@o do experimento com
6leo diesel (Figura 31). Comportamento um pouco diferente foi verificado no experimento
com o petrdleo, pois houve mais variagdo das concentragdes desses compostos entre 0s
diferentes tratamentos do experimento (Figura 32).

De acordo com MARCHAND et al. (2017) a volatilizagdo ¢ o fator mais importante
processo que controla os processos de HPA de baixo peso molecular no ambiente, com
excecdo do isolado INPA R674, nas primeiras 48 horas houve diminui¢do desses compostos
em todos os tratamentos do experimento com 6leo diesel. No tempo final de incubagdo, em
alguns tratamentos as concentragdes de Ace e F, tornaram a aumentar, indicando que a
degradagdo de outros compostos de maior peso molecular do diesel provoca o aumento destes

compostos.
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YESSICA et al. (2013) verificaram que o isolado CIAT 899 (Rhizobium tropici) foi
capaz de degradar 50 % de Fen, ¢ 45 % de B(a)P, ap6s 120 h. Em comparacédo, o isolado
INPA R557 (Bradyrhizobim sp) foi capaz de degradar 73,50 % do Fen e 72,02 % ¢ 65,17 do
B(a)P em 48 horas (Tabela 15). Em relagdo as taxas de degradacdo de HPA total, HPAT, se
destacaram as espécies INPA R557 e consoércio com as cinco espécies que apresentaram
remocgao de 71,57 % e 41,84 % em apenas 48h, neste mesmo periodo o controle 1 teve taxa de
degradagdo de 18,77%.

As taxas de degradagdo pelos isolados INPA R557 foi de 72,63 %, para INPA R677
foi de 85,85 %,e para o consorcio com os cinco isolados foi de 63,61 % (Tabela 15), no
periodo de 21 dias. BISHT et al. (2014) utilizando um isolado de rizobactéria obteve

degradacdo de 45,6 % de HPAT em solo ap6s o periodo de 120 dias.

Tabela 15. Taxas de degradacdo dos HPA nos periodos de 48 horas e 21 dias no experimento
com Oleo diesel.

48 horas
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P > HPA
0 e
INPARS560 42,92 27,05 35,96 19,02 21,56 33,98
INPA R631 87,65 -404,22" -248,72" 27,96 29,34 -112,95°
INPA R677 83,04 66,72 29,74 36,94 67,75 38,18
INPA R557 61,57 72,61 73,50 64,48 65,17 71,57
INPAR674  -83,78"  -13441° -12,03" 9,40 -57,33° -14,53"
Consorcio 72,31 64,48 27,63 27,63 -4,77° 41,84
Controle 1 62,64 37,88 11,14 17,95 29,75 18,77
Controle 2 51,90 23,44 -108,52° -480,42° -314,46° -129,99°
21 dias
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P > HPA
____________________________________________ 0 e
INPARS560 60,51 32,04 -17,53" -11,03" -31,65" -0,81"
INPA R631 52,24 3,03 -99,39" -121,51° -52,95" -58,4"
INPA R677 80,87 86,37 86,81 82,32 82,67 85,85
INPA R557 83,04 67,39 79,81 36,94 67,75 72,63
INPA R674  -322,39"  -259,16" -37,03" 8,93 -18,02" 43,17
Consorcio 1 82,94 76,88 52,73 52,73 57,16 63,61
Controle 1 97,86 60,18 76,82 85,82 84,21 79,80
Controle 2 -89,15" -16,76" -185,19° -232,83" -64,17" -162,06°

*Os valores de taxas de degradacdo negativos descritos correspondem a formagio destes
compostos durante o processo de biodegradagéo.
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As espécies INPA R557 e INPA R677 se destacaram na diminuigdo da concentragdo
de fen, com taxa de degradacdo deste composto de 86,81% ¢ 79,81% apds o periodo de 21
dias, respectivamente, sendo a sua atuacdo individual mais eficiente para a remocdo do
fenantreno que o consdcio com as cinco espécies que apresentou remogao de 52,73 %. Este ¢
o composto mais abundante em combustiveis fosseis (SUPAKA et al., 2001), no entanto, ¢
bem sensivel a biodegradacdo quando comparado com o antraceno, por exemplo (BIACHE et
al.,2014).

O benzo(a)pireno por sua recalcitrancia e alta toxicidade ¢ indicado pela EPA-US
(2001) como um contaminante prioritario. Os isolados INPA R560, INPA R557 e INPA R674
sdo improprios para remogao de 6leo, pois levaram ao aumento da concentragdo final desse
composto. A remocao deste foi maior no controle com taxa de degradagdo de 84,21% (Tabela
16). Em 2000 BOONCHAM et al. avaliaram a degradagdo do B(a)P e identificaram que sua
degradagdo era nula por culturas puras de bactérias, identificando que a degradacdo por
espécies isoladas ndo ¢ vidvel. No entanto, no presente trabalho a taxa de degradagdo foi de
65,17% e 67,75% em 48 horas e 21 dias, respectivamente pela espéciec INPA R557, ¢ o
isolado INPA R 677 apresentou taxa de degradacdo de 67,75 em 48 horas e 82,67% em 21
dias.

Os valores de taxas de degradagdo negativos descritos nas Tabela 15 e Tabela 16
correspondem a formacgdo destes compostos durante o processo de biodegradacdo, segundo
PETERS et al. (2005a) o HPA ¢é formado por meio da decomposi¢do incompleta da matéria
organica. ORTEGA-CALVO et al. (2013) alertam para o fato de algumas estratégias de
biorremediacdo amentarem a biodisponibilidade de HPA, portanto ndo necessariamente
diminuem o risco a0 ambiente. Dessa forma um processo de biorremediagdo satisfatorio ¢
aquele que ndo sé atende aos protocolos de remogdo de contaminantes, mas também aumenta

a qualidade do ambiente.
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Durante o processo realizado pelos microrganismos testados no experimento as
espécies INPA R560, 631 ¢ 674, levaram ao aumento da concentracdo destes contaminantes
no solo, indicando que essas bactérias ao decomporem o diesel levam a formagdo destes
compostos. E conhecido que HPA podem ser sintetizados biologicamente por certas bactérias
durante a decomposicdo da matéria organica (ABDEL-SHAFY ¢ MANSOUR, 2016). O
controle 2 também mostrou taxa de degradagdo negativa, demostrando que a auséncia dos
microrganismos favorece a formagao de HPA no meio.

No experimento com petroleo, a biodegradagdo mais expressiva no tempo de 48 horas
foi realizada pelo isolado INPA R557 com 51,00 %. Também apresentou a maior taxa de
degradagdo no dleo diesel neste periodo, o que comprova o seu potencial. No consoércio 77,09
% de assimilagdo de HPAT, valor acima no experimento com 6leo diesel, que foi de 41,84 %,
no mesmo periodo (Tabela 16).

Tabela 16. Taxas de degradacdo dos HPA nos periodos de 48 horas e 21 dias no experimento
com petréleo.

48 horas
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P > HPA
) e e e
INPARS560 25,97 -0,46" -82,66" 45,04 26,61 -18,64"
INPA R631  -106,69"  -24,02° -19,94" 6,90 -211,06" -38,94"
INPA R677 5,44 30,32 22,63 11,94 38,09 22,42
INPA R557 80,56 66,29 46,99 46,32 44,98 51,00
INPA R674 17,53 -0,59° -63,50" -16,04" -47,84" 28,14
Consorcio 96,19 81,46 96,67 -51,29" 3,79 77,09
Controle 3 0,88 7,79 0,56 30,31 -2,79° 11,78
Controle 4 -53,90" -126,65" -56,49" -84,37" 73,90 -66,80"
21 dias
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P > HPA
____________________________________________ 0 e e e
INPARS560 93,88 90,57 76,70 51,06 17,60 75,51
INPA R631 -82,69" 18,85 -185,51" -76,32" -28,32° -132,07"
INPA R677 30,73 59,72 58,94 56,86 85,15 58,57
INPA R557 92,42 82,90 77,58 67,03 62,63 76,87
INPA R674 84,94 3,56 -66,01" 6,74 22,19 -6,27"
Consorcio 72,58 45,22 79,58 59,95 61,90 73,73
Controle 3 87,99 90,31 33,56 87,80 85,76 72,61

Controle 4 7,18 41,19 -166,13" -13,42" -10,43" -94,23
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*Os valores de taxas de degradacio negativos descritos correspondem a formacao destes
compostos durante o processo de biodegradagéo.

No periodo de 21 dias os isolados INPA R677 ¢ INPA R557 apresentaram taxas de
degradagdo 58,57 % e 76,87 %, respectivamente. O isolado INPA R560 ndo apresentou
potencial de degradagdo no experimento com 6leo diesel, no entanto, ao se utilizar o petrdleo,
obteve-se valor de 75,51 %, segunda taxa mais alta neste experimento. O consorcio
apresentou valor de diminui¢cdo de HPAT de 73,73 %, valor acima do primeiro experimento
que foi de 63,61 %.

Os controle 2 ¢ 3 que continha o solo natural com o 6leo diesel e o petrdleo,
respectivamente, apresentaram diminui¢do de HPAT de 79,80 % e 72,61 %, comprovando a
possivel presenca de microrganismos capazes de degradar HPA no proprio solo, pois os
resultados dos dois experimentos foram similares.

Foi calculada a razdo HPA 4,5,6 anéis/THPA para as amostras do experimento de
biodegradacao, notando-se aumento da razdo para os isolados INPA R557, 677, 631 e para o
consorcio com os cinco isolados no experimento com o O6leo diesel (Figura 33a), no
experimento com petrdleo nota-se aumento da taxa para os isolados INPA R560, 557, 677 e o
consorcio com as cinco espécies (Figura 33b). BIACHE et al. (2014) afirmam que a razdo

HPA 4,5,6 anéis /THPA aumentam com a biodegradagao.
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Figura 33. Razdo (HPA 4,5,6 ané¢issTHPA) para as amostras do experimento de
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Os controles 1 e 3 que se trata do solo natural com as respectivas fontes de carbono
oleo diesel e petroleo, que apresentaram altas taxas de remocdo de HPAT apresentaram
comportamento diferenciado em relagdo aos outros tratamentos do experimento com alta taxa
de remogdo, mostrando que nesses tratamentos a remog¢ao dos HPA de alto peso molecular foi
menor em relacdo as de menor peso molecular.

O teste ANOVA fator unico realizado para as taxas de degradacdo nos tempos de 48
horas e 21 dias para cada fonte de carbono indicaram que as bactérias apresentaram diferenca
significativa em cada experimento (p<0,05).

No tempo de 48 horas, apenas, apresentou diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca com as diferentes fontes de carbono os controle 1 e 3, que continham apenas a
amostra de solo natural e as fontes de carbono, sendo a remog¢do mais eficiente deste
tratamento quando as bactérias autoctones (provenientes do proprio solo) tinham como fonte
de carbono o 6leo diesel.

No periodo de 21 dias de incubacdo do experimento apresentaram diferencga
significativa (p<0,05) entre as fontes de carbono utilizadas os tratamentos INPA R560, que

apresentou 6tima remog¢ao de hidrocarbonetos no experimento com o petrdleo, no entanto ndo
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se mostrou eficiente na remog¢ao de hidrocarbonetos quando se adicionou 6leo diesel ao solo;
e, ainda os tratamentos com o isolado INPA R677 que apresentou taxa de remoc¢ao nas duas
fontes de carbono, porém apresentou diferenca significativa ao nivel de 95 % de confianga
entre os dois experimentos, sendo este isolado mais eficiente na remogdo de hidrocarbonetos
no 6leo diesel.

Segundo avaliagdo estatistica, os melhores tratamentos para remogdo de
hidrocarbonetos em solo de varzea da regido Amazonica foram o isolado INPA R557, o
consorcio e os controles 1 e 2, que continham o solo natural com as respectivas fontes de
carbono, pois apresentaram alta taxa de remog¢do de hidrocarbonetos em ambos os

experimentos (p <0,05).

5.5  Marcadores de biodegradacao

Os biomarcadores ambientais podem ser utilizados para prever o caminho e os efeitos
de poluentes toxicos e monitorar o processo diagenético no solo (PETERS et al., 2005a).

O cromatograma referente ao ion m/z 231 (Figura 34c) representa a presenca deste ion
na amostra de solo natural, ¢ nos cromatogramas referentes ao petroleo (Figura 34a) e ao
diesel (Figura 34b) nota-se auséncia desse ion, a presenca do ion ¢ confirmada pelo seu
espectro de massas (Figura 34d).

CHENG et al. (2018) avaliaram a presenga deste composto em amostra de petroleo
cru, no entanto a composicdo do petroleo esta intimamente ligada a seus processos de

formacao, diferindo de uma area para outra.
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Figura 34. Cromatograma do ion m/z 231 (a) no petréleo; (b) no diesel utilizado no
experimento e (¢) na amostra de solo natural (d) espectro de massa do ion m/z 231.

O fragmento do ion m/z 231 corresponde aos compostos esteroides triaromaticos.
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Na Figura 35a que apresenta as amostras com alto poder de remog¢do de HPA no
experimento com 6leo diesel, notamos diminui¢do na area relativa a esse ion entre o periodo
inicial e final do experimento, o que representa maior nivel de degradacdo do diesel,
corroborando com os resultados de CHENG et al. (2018) que concluiram que a abundancia
destes compostos diminuem conforme aumenta o processo de biodegradagdo em 6leo cru.

A diminui¢do da abundancia relativa observada comprova a alta taxa de degradagdo
desses tratamentos do experimento, pois segundo HEAD er al. (2003) a remogdo de

compostos esteranos representa 6leo em estado severo de degradagdo.
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Figura 35. Abundancia relativa do fragmento m/z 231 que corresponde ao composto metil-
esterano nos tratamentos, (a) que demostraram; (b) que ndo demostraram, potencial de
biodegradacao no experimento com 6leo diesel.

Na Figura 35b estdo apresentadas as amostras que ndo demostraram degradacdo de
HPA, nota-se entdo que ocorre um de aumento de compostos metil-esteranos entre os tempos
inicial e final. Durante a transformagao da matéria orgénica no solo por microrganismos esse
composto ¢ formado ou sofre alteracio (HEAD et al., 2003), outros processos podem
influenciar a transformag@o destes compostos, pois o tratamento 3 que continha o solo
esterilizado, ou seja sem a presenca de microrganismos, observou-se um grande aumento da

abundancia relativa do metil-esterano nesse tratamento apds o periodo de 21 dias, o que ndo

se observou durante o periodo de 48 horas onde ocorreu pouca variagao.
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No experimento com petroleo, ao avaliar o ion m/z 231, encontrou-se 0 mesmo
comportamento do experimento com 6leo diesel, as espécies que demostraram capacidade de
degradagdo de HPA, INPA R560, 557, 677, assim como o consércio e controle 4, levaram a
diminuigdo da érea relativa ao composto metil-esterano (Figura 36a).

Nos tratamentos do experimento em que nao houve taxa de degradagdo de compostos
HPA, ocorreu aumento da area relativa ao metil-esterano (Figura 36b), corroborando com os
resultados avaliados no experimento com 6leo diesel, comprovando o potencial de degradagdo
de hidrocarbonetos de petroleo pelos isolados INPA R557 e 677, sendo possivel sua utilizagdo
por processos de biorremediagdo por bioaumentagao.

SUN et al. (2012), notaram que HPA de 4 a 6 anéis reduziram 35,36 % por processo
de bioaumentagdo, 11,0 % em processo de bioestimugdo, e, 55,0 % pelas duas técnicas

utilizadas em conjunto.
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Figura 36. Abundancia relativa do fragmento m/z 231 que corresponde ao composto metil-
esterano nos tratamentos, (a) que demostraram; (b) que ndo demostraram, potencial de
biodegradagaono experimento com petrdleo.

No controle 4, que se trata do experimento sem adi¢cdo de microrganismos mas com a
presenga de petroleo, notou-se pouca variagdo em relagdo a intensidade do metil-esterano
durante o processo de incubagdo do experimento, diferindo do resultado avaliado no 6leo
diesel.

A espécic INPA R560 apresentou comportamentos diferentes nos experimentos
realizados com oleo diesel e petroleo, pois ela obteve capacidade de degradagdo de
hidrocarbonetos no experimento com petroleo, mas ndo foi capaz de levar a menores
concentracdes desses compostos quando se adicionou no experimento com 6leo diesel, sendo
necessarios outros testes para a avaliagdo do potencial de degradacdo desde isolado, como a
medida das concentracdes de hidrocarbonetos em mais tempo de experimento, visto que
fatores biologicos influenciam os processos de degradagdo de 6leo, e entender esses processos
¢ fundamental para compreender completamente a extensdo da biodegradacdo por bactérias
(CRAMPON et al., 2016).

De acordo com CHENG et al. (2018) a suscetibilidade de hidrocarbonetos esteroides
triaromaticos a biodegradacdo ¢ baseada na mudanga que ocorre na composicido destes
compostos durante o processo.

O nivel de biodegradagdo pode ser medido baseado na abundancia relativa de varias
classes de compostos. Em processos severos de biodegradagdo hopanos sdo formados (HEAD
et al., 2003), e sua presenga ou sua transformag@o no ambiente indica 6leo em estado severo
de degradagdo. O monitoramento das concentragdes desses compostos ¢ realizado para
identificar o grau de decomposi¢do do 6leo. Segundo BENNETT et al. (2006) esteroides
triaromaticos e outros compostos resistentes a biodegradacdo aumentam em 35 % em

consequéncia da remogdo de outros compostos mais biodisponiveis a microrganimos.
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A presenca de ions m/z 207, 208 e 123 (Figura 38b), indica formacdo do ion molecular
de massa m/z 414 que corresponde ao composto C31 8(14)-sec-hopandide, que é produto da
ciclizacdo produzida por bacterohopanopolidis, cuja formacdo e deposigcdo ainda sdo pouco
conhecidas (PETERS et al.,, 2005b). Uma das rotas propostas para a formagdo desses

compostos no ambiente esta descrita na Figura 37.

Figura 37. Proposta do caminho da formacdo do C3ldiaromatico 8(14)- sec-hopanoide.
Fonte: Peters et al (2005b).

No ambiente estes compostos sdo encontrados como uma mistura homdloga de 4
compostos ¢ a sua formagdo vai depender das condigdes em que ocorrem a deposicdo da
matéria organica (PETERS et al., 20005b).

Ao se avaliar o cromatograma de F1 nota-se presenca deste composto na amostra de
solo natural (Figura 38) e auséncia no petroleo e no 6leo diesel utilizado no experimento,
indicando que este composto ¢ formado pela decomposicdo da matéria organica proveniente
do solo utilizado do experimento. Segundo PETERS et al. (2005b) este composto ndo ¢
encontrado em petréleo e seus derivados. No espectro de massas do solo natural (Figura 38b),
nota-se presenca do ion m/z 123 mostrando que ocorre processo de formagdo deste

C31diaromatico 8(14)- sec-hopandide no solo natural de varzea.
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Figura 38. (a) Cromatogramas do solo natural, do petrdleo e do diesel utilizado no
experimento; (b) Espectro apresentado para o pico no tempo de retencdo 53,15 minutos.

Na fracdo de n-alcanos, nota-se que os experimento com petréleo que apresentaram as
melhores taxas de remog¢ao de hidrocarbonetos houve o surgimento de C31diaromatico 8(14)-
sec-hopandide ao longo do tempo de incubagdo do experimento. Em relagdo ao tratamento
que utilizou o isolado INPA R677 nota-se presenca destes compostos, a partir de dez dias
(Figura 39a) e no periodo apos 21 dias de incubagdo (Figura 39b), no controle 4 s6 nota-se a
presenga deste composto apds o periodo de 21 dias de incubagdo (Figura 40b).

Estes compostos sdo representados pelos ions m/z 191 e m/z 207, outros ions presentes
no espectro sdo ainda provenientes das transformagdes que continuam a ocorrer nas amostras
durante o periodo de incubacdo do experimento, notando-se diferenca na intensidade do ion
m/z 207 do espectro 1 para o espectro 2, comprovando ac¢do dos microrganismos na

transformagao do petroleo (Figura 39b e c).
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Figura 39. (a) Cromatogramas nos tempo zero/ (b) Cromatograma do pico no tempo de
retengdo de 53,10 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c)
Cromatograma do pico no.tempo de retencdo de 53,12 minutos com seu respectivo espectro
de massa no tempo de 21 dias para a Rizobactéria INPA R677 no experimento com petroleo.

No controle 4, amostra que corresponde a amostra de solo autoclavado com o petroleo

s6 observamos a presenga do composto referente ao ion m/z 207 no Ultimo cromatograma

(Figura 40a), que corresponde ao periodo de 21 dias de

assim com baixa intensidade do ion (Figura 40b).

incubacdo do experimento, e ainda
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Figura 40. (a) Cromatogramas nos tempo zero, 48 horas e 10 dias; (b) Cromatograma do
tempo de retengdo 53,16 minutos com seu respectivo espectro de massa para o controle 4 no
experimento com petroleo.

Para ndo se verificar o composto referente ao tempo de retengdo 53 minutos no tempo
zero do experimento, demonstra que alguma alteracdo é causada neste composto durante o
processo de esterilizacdo do solo, pois este composto foi observado, na amostra de solo

natural, e como ela passa a reaparecer no decorrer do tempo de incubacdo do experimento
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demostrado a¢do dos isolados na producdo desse composto, o que ocorre também
naturalmente no ambiente, no entanto a formagdo se da por processos diferentes, fato este que
pode ser comprovado pelos espectros de massa obtidos para cada pico no solo natural e apos a

instalacdo do experimento de biodegradagdo.

No experimento com o6leo diesel, nota-se 0 mesmo comportamento em relagdo ao
composto referente ao ion m/z 207, no entanto ha presenga deste ion a partir do tempo de 48
horas com a espécie INPA R677 (Figura 41b), no periodo de 21 dias nota-se uma diminuigo

na area relativa do pico referente a este ion (Figura 41c).
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Figura 41. (a) Cromatograma no tempo zero; (b) Cromatograma do pico no tempo de reten¢ao
de 53,17 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c¢)
Cromatograma do pico no.tempo de retencdo de 53,21 minutos com seu respectivo espectro
de massa no tempo de 21 dias para a Rizobactéria INPA R677 no experimento com oleo
diesel.

No controle 2 referente ao experimento que continha apenas o 6leo diesel com o solo
esterilizado, nota-se formagao do pico no tempo de retengdo 52,29, no entanto ao observar seu
espectro nota-se ainda auséncia do ion m/z 207 (Figura 42b), e este ion comeca aparecer

somente no tempo de 21 dias e em baixa intensidade (Figura 42c¢).
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Figura 42. (a) Cromatograma no tempo zero; (b) Cromatograma do pico no tempo de
retengdo de 52,29 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c)
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Cromatograma do pico no.tempo de retengdo de 53,20 minutos com seu respectivo espectro
de massa no tempo de 21 dias para o controle 2 no experimento com 6leo diesel.

Varios compostos sdo produzidos e removidos durante o processo de biodegradacdo de
petroleo e seus derivados. O monitoramento de alguns destes compostos podem levar ao nivel
de degradagdo do 6leo. A presenca de hopanoides, indica degradagdo severa (HEAD et al,,
2003) com nivel de degradagdo entre 6 ¢ 10, valores medidos através da estimativa de massa
perdida pelo 6leo durante a biodegradacao (PETERS et al., 2005a). A variagdo dos compostos
formados durante o experimento indica que a espéciec INPA R677 levou o petroleo ¢ o dleo

diesel a estados severos de degradacio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese ¢ a primeira a avaliar biodegradacdo de hidrocarbonetos em solo de varzea da
regido Amazodnica, salientando a importancia da avaliagdo da concentracdo individual de HPA
neste tipo de experimento. Deixa como legado este a implementagdo do método analitico para
a central de apoio multidisciplinar - CAM/UFAM.

Conforme os resultados encontrados as propriedades quimicas do solo (macro e micro
nutrientes) estdo em consonancia com o descrito pela literatura para regido de varzea da
Amazobnia, diferenciando apenas em relacdo aos niveis de N e M.O que apresentaram altos
valores, diferente do que é comumente observado nesses ambientes.

O baixo teor de aluminio observado contribui para atividade de biodegradagdo nessa
regido, pois este elemento ¢ um limitante por ser toxico aos microrganismos, ¢ alta taxa de
nutrientes observadas (P, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu) favorece o crescimento ¢ a atuagdo das
espécies de bactérias.

Os resultados de metais apresentaram em geral baixos valores, com excegdo de Ba, Cd
e Se que foram acima do recomendado, fator importante para atividade de degradagdo por
bactérias, pois a presenca de grandes concentragdes de metais pode inibir as agdes
enzimaticas em bactérias no processo de degradagdo de contaminantes de petroleo e oleo
diesel. No entanto, cada microrganismo difere em relacdo a tolerancia de cada metal, como os
microrganismos utilizados no estudo sdo provenientes do mesmo ambiente avaliado, a
atividade de degradag@o ndo foi afetada com a presenca desses metais, provavelmente pela
adaptagdo destes microrganismos a composicao do ambiente.

Dentre as cinco rizobactérias avaliadas, com excecdo do isolado INPA R631, as
demais apresentaram taxas de degradacao de n-alcanos acima de 60 % no periodo de 48 horas
e valores de remogao acima de 80 % apods o periodo de 21 dias. Uma porcentagem desses

compostos ¢ perdida por volatilizagdo, pois nos controles 2 ¢ 4, que representavam o0s
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experimentos sem a presenga de microrganismos houve diminui¢do de 25 % dos n-alcanos do
6leo diesel e 29,21 % do petroleo, entre os tempos inicial e final de incubagdo do
experimento. Os consorcios, com a mistura as cinco espécies, também apresentou taxas de
remocgdo consideraveis de n-alcanos com valor de 67,57 % no experimento com 6leo diesel e
67,80 % no experimento com petroleo.

As espécies testadas apresentaram alto potencial de degradacdo de HPA nas primeiras
48 horas, destacando-se a espécie INPA R557, INPA 677 e consorcio com os cinco isolados,
que foram capazes de reduzir as concentragdes de HPA, tanto no experimento com 6leo diesel
como com o petroleo.

Das cinco espécies testadas individualmente, duas, INPA R677 ¢ 577, apresentaram
potencial de biodegradagdo de HPA com taxas de degradacdo elevada apos o periodo de 21
dias, para o experimento com 6leo diesel; e trés apresentaram potencial de biodegradacio,
INPA R 677, 557 e 560, no experimento com petroleo, sugerindo que a espécie INPA R560,
deve ser mais bem avaliada, para identificar o comportamento diferenciado diante de matrizes
diferentes.

O consorcio, que continha as misturas dos isolados testados, apresentu potencial de
degradagdo nas duas fontes de carbono avaliadas durante o periodo de incubacdo do
experimento. Sugere-se, dessa forma, a avaliagdo da mistura contendo apenas as espécies que
apresentaram maior potencial de degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo, para ver se ¢
possivel uma maior remo¢ao em um periodo menor de tempo.

O controle que continha apenas o solo também apresentou alta taxa de biodegradagdo
sugerindo que microrganismos provenientes do proprio solo s@o capazes de degradar
hidrocarbonetos de petroleo, pois foram capazes de degradar n-alcanos, HPA e metil-estirano

apos o periodo de 21 dias. No entanto este processo ¢ mais lento visto que no periodo de 48
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horas as taxas de degradacdo de HPA, foram menores em relagdo aos compostos testados
individualmente e com o consorcio.

Com alto potencial de biodegradagdo os isolados INPA R557 ¢ INPA R677 podem ser
utilizados para técnica de bioaumentagdo em solo de ambiente de vazea para biorremediagdo
de petroleo e seus derivados, pois reduziram os teores de n-alcanos, HPA e compostos mais

complexos, como metil-estirano, durante o periodo de 21dias.
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ANEXO 1

CRITERIOS PARA INTERPRETACAO DE ANALISE DE SOLO, PARA FINS DE
AVALIACAO DA FERTILIDADE.

Tabela 17. Classificagdo do teor de pH em solo.

Classificacao Agronéomica  pH em H,O Classificacio Quimica pH em H,O

Muito Baixo <4.,5 Muito Elevada <4,5
Baixo 45a54 Elevada 45-5,0
Médio 5,5a6,0 Média 5,1-6,0

Alto 6,1a7,0 Fraca 6,1 -6,9
Muito Alto >7.0 Neutra 7,0

Tabela 18. Classificagdo das concentragdes de cations em solo.

Niveis Unidade Ca?* Mg2?* AP K*
Muito Baixo cmolc kg'! <0,40 <0,16 <0,20 <0,16
Baixo cmolc kg!'  0,41-1,16 0,16-0,45  0,21-0,50 %11%_
Médio cmolckg!  1,17-2,32  0,46-0,90  0,51-1,0 %";10'
Alto cmolc kg!  2,33-4,06 0,91-1,50 1,01-2,00 01’7210_
Muito Alto cmol. kg! >4,06 >1,5 >2.00 >1,20

FONTE: MOREIRA et al., 2002.

Tabela 19. Classificagdo da concentragdo de fosforo em solo.

Niveis P (mg kg™)
Muito Baixo <2,8
Baixo 2,8-5.4
Médio 5,5-8,0
Alto 8,1-12,0
Muito Alto >12,0

FONTE: MOREIRA et al., 2002.

Tabela 20.Classificagdo das concentragdes dos metais Fe, Mn, Zn e Cu em solo.

Classificacao Unidade Fe Mn Zn Cu

Muito baixo <8 <2 <0-4 <0,3
Baixo 9-18 3-5 0,5-0,9 0,4-0,7
Médio mg kg'! 19-30 6-8 1,-1,5 0,8-1,2
Bom 3145  9-12  1,6-2,2 13-1,8

Alto >45 >12 >2.2 >1,8

FONTE: RIBEIRO et al., 1999.
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Tabela 21. Classificagdo da fertilidade do solo em relagdo as concentracdes de M.O. e N.

Matéria Organica

Classificacao Unidade (M.O) Nitrogénio
Muito baixo <70 De 0,2 a0,5
Baixo Kol <7,1-20,0 De 0,5 20,7
Médio gXe 20,1 — 40,0 De0,7al,2
Bom 40,1 — 70,0 Del,2al,7
Muito bom gkg'! >70,0 Acima de 1,7

FONTE: COCHRANE et al., 1989.



ANEXO II

ETAPAS DA ANALISE DE HIDROCARBONETO

Amostra seca com NazSOs. Amostras transferidas para balZo.

1

CG-EM |¢=
HPA

Secagem das fragdes po No.

limpeza dos extratos.
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Tabela 22. Linearidade das curvas de calibra¢do para quantificacdo de HPA.

HPA 12 Equagdo da reta Identificag@o da curva
Naftaleno 0,9934 y=0,1115x—-1,6188 Curva baixa
Acenaftileno 0,9933 y=0,02x — 1,7028 Curva baixa
Acenafteno 0,9968 y=0,038x—0,9928 Curva baixa
Fluoreno 0,9961 y=0,012x-1,0745 Curva baixa
Fenantreno 0,9967 y=0,0146x — 0,9827 Curva baixa
Fenantreno 0,9988 y=0,008x+ 10,517 Curva alta
Antraceno 0,9933 y=0,0106x — 1,0428 Curva baixa
Fluoranteno 0,9978 y=0,0077x -0,6872 Curva baixa
Pireno 0,9850 y=0,0196x — 1,0763 Curva baixa
Benzo(a)antraceno 0,9950 y=0,0073x — 0,4806 Curva baixa
Criseno 0,9987 y=0,0127x - 0,7753 Curva baixa
Criseno 0,9986 y=0,0065x - 0,4615 Curva alta
Benzo(b)Fluoranteno 0,9903 y=0,0018x —0,1539 Curva baixa
Benzo(k)fluoranteno 0,9830 y=0,0125x +0,4821 Curva baixa
Benzo(a)pireno 0,9810 y=10,0042x + 0,5646 Curva baixa
Perileno 0,9905 y=0,0138x - 0,5284 Curva baixa
Ideno(1,2,3-cd)pireno 0,9917 y=0,0093x — 0,0657 Curva baixa
Dibenzo(ah)antraceno 0,9862 y=0,0147x — 0,5463 Curva baixa
Benzo(g,h,i)perileno 0,9849 y=0,0174x — 0,401 Curva baixa

Tabela 23. Limite de detecgdo e quantificagdo do método.

HPA LD LQ
ngg! ng g
Naftaleno 0,61 17,69
Acenaftileno 1,27 17,68
Acenafteno 1,39 17,86
Fluoreno 0,17 1,08
Fenantreno 0,33 29,87
Antraceno 6,77 47,54
Fluoranteno 4,70 19,83
Pireno 0,13 0,90
Benzo(a)antraceno 5,12 24,75
Criseno 1,11 50,03
Benzo(b)Fluoranteno 4,97 46,21
Benzo(k)fluoranteno 6,44 24,75
Benzo(a)pireno 9,98 46,21
Perileno 2,55 25,00
Ideno(1,2,3-cd)pireno 27,27 54,28
Dibenzo(ah)antraceno 5,12 42,09
Benzo(g,h,i)perileno 17,39 49,42




ANEXO IV

Tabela 24. Concentragdes dos HPA determinados nas amostras com experimento com 6leo diesel.

Aceft Ace F Fen A Fl Pi BaA CRIS BbFI BKFI1 BaPi Pe Ipi DahA BghiPe >HPA
ngg'

Nd
Nd
Nd
Nd

INPA R631-TO 189,30 23,75 376,09 Nd nd nd nd 113,35 nd Nd 2835 nd nd nd nd 730,85
Nd
Nd
Nd
Nd

INPA R557-48h 2420 10,87 342,41 Nd nd nd nd 78,12 nd Nd 18,80 nd nd nd nd 474,40
Nd

INPA R557-21d 12,05 5’41 170,43 Nd nd nd nd 38,88 nd Nd 9,36 nd nd nd nd 236,13
Nd
Nd
Nd

INPA R677-21d 36,92 38,53 190,01 Nd nd nd nd 140,51 nd Nd 2942 nd nd nd nd 43540
Nd
Nd
Nd
Nd

Cons-TO 179,47 66,33 190,13 Nd nd nd nd  qgq3 nd Nd 33,61 nd nd  nd nd 659,66
Nd

Cons-48h 49,69 23,56 137,60 Nd nd nd nd 137,60 nd Nd 35’21 nd nd nd nd 383,66
Nd

Cons-21D 30,61 15,33 89,87 Nd nd nd nd 89,87 nd Nd 14,40 nd nd nd nd 240,08
Nd

Controle 1 -TO 169,73 62,49 1209,22 Nd nd nd nd 238,69 nd Nd 71,64 nd nd nd nd 1751,77
Nd

Controle 1- 48h 63,41 38,82 1074,53 Nd nd nd nd 195,84 nd Nd 50,33 nd nd nd nd 1422,93
Nd

Controlel - 21D 3,62 24,88 280,28 Nd nd nd nd 33,85 nd Nd 11,31 nd nd nd nd 353,94
Nd

Controle 2-T0 26,40 20,30 168,69 Nd nd nd nd 27,64 nd Nd 10,05 nd nd nd nd 253,08
Nd

Controle 2 - 48h 12,70 15,54 351,77 Nd nd nd nd 160,41 nd Nd 41,66 nd nd nd nd 582,08
Nd

Controle2 -21D 49,94 23,70 481,09 Nd nd nd nd 91,98 nd Nd 16,50 nd nd nd nd 663,22

nd — ndo detectado
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Tabela 25. Concentragdes dos HPA determinados nas amostras com experimento com petroleo.

Aceft Ace F Fen A Fl Pi BaA CRIS BbFI BKFI1 BaPi Pe Ipi DahA BghiPe >HPA
ngg!

INPA R560-T0 Nd 118,30 4833 174,06 Nd nd nd nd 57,61 nd Nd 29,30 nd nd nd nd 427,42
INPA R560-48h  Nd 8745 48,55 317,94 Nd nd nd nd 31,66 nd Nd 21,50 nd nd nd nd 507,10
INPA R560-10D  Nd 94,79 45,90 209,17 Nd nd nd nd 25,82 nd Nd 18,15 nd nd nd nd 393,83
INPA R560-21D  Nd 7,23 4,56 104,56 Nd nd nd nd 28,19 nd Nd 24,14 nd nd nd nd 104,69

INPA R631-T0 Nd 23,42 18,50 128,36 Nd nd nd nd 26,75 nd Nd 13,68 nd nd nd nd 210,71
INPARG631-48h  Nd 48,40 22,94 153,96 Nd nd nd nd 2491 nd Nd 42,56 nd nd nd nd 292,76
INPAR631-10D  Nd 9,23 7,26 128,43 Nd nd nd nd 34,49 nd Nd 2,51 nd nd nd nd 181,91
INPAR631-2ID  Nd 42,78 15,01 366,49 Nd nd nd nd 47,17 nd Nd 17,56 nd nd nd nd 489,01

INPA R557-T0 Nd 65,92 42,99 463,91 Nd nd nd nd 123,54 nd Nd 28,06 nd nd nd nd 724,42
INPAR557-48h  Nd 12,82 14,49 245,92 Nd nd nd nd 66,32 nd Nd 15,44 nd nd nd nd 354,98
INPAR557-10D  Nd 26,65 17,35 216,08 Nd nd nd nd 61,44 nd Nd 10,59 nd nd nd nd 332,11
INPAR557-21D  Nd 5,00 7,35 104,00 Nd nd nd nd 40,74 nd Nd 10,48 nd nd nd nd 167,57

INPA R674-T0 Nd 52,50 28,07 94,88 Nd nd nd nd 28,50 nd Nd 8,15 nd nd nd nd 212,10
INPA R674-48h  Nd 43,30 28,23 155,13 Nd nd nd nd 33,07 nd Nd 12,05 nd nd nd nd 271,79
INPA R674-10D  Nd 43,66 36,62 110,10 Nd nd nd nd 27,05 nd Nd 11,48 nd nd nd nd 228,90
INPAR674-21D  Nd 7,91 27,07 157,51 Nd nd nd nd 26,58 nd Nd 6,34 nd nd nd nd 22541

INPA R677-T0 Nd 80,25 111,44 233,06 Nd nd nd nd 80,14 nd Nd 81,25 nd nd nd nd 586,14
INPARG77-48h  Nd 75,88 77,65 180,32 Nd nd nd nd 70,57 nd Nd 50,30 nd nd nd nd 454,72
INPAR677-10D  Nd 74,67 56,42 157,26 Nd nd nd nd 69,44 nd Nd 15,47 nd nd nd nd 37326
INPAR677-21D  Nd 55,58 44,89 95,70 Nd nd nd nd 34,57 nd Nd 12,07 nd nd nd nd 242,81

Cons-TO Nd 75,86 392,32 392,32 Nd nd nd nd 59,90 nd Nd 22,03 nd nd nd nd 589,56
Cons-48h Nd 2,89 118,39 13,06 Nd nd nd nd 90,62 nd Nd 21,19 nd nd nd nd 24040
Cons-10D Nd 6,58 113,06 18,39 Nd nd nd nd 83,13 nd Nd 18,22 nd nd nd nd 231,67
Cons-21D Nd 20,80 80,10 80,10 Nd nd nd nd 23,99 nd Nd 8,39 nd nd nd nd 154,90

Controle 1 -TO Nd 120,07 100,16 228,72 Nd nd nd nd 287,20 nd Nd 72,01 nd nd nd nd 808,17

Controle 1-48h  Nd 119,02 92,36 227,44 Nd nd nd nd 200,16 nd Nd 74,02 nd nd nd nd 713,00
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Controlel - 10D
Controlel - 21D
Controle 2-T0
Controle 2 - 48h
Controle2 -10D
Controle2 -21D

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

56,03
14,42
50,04
77,01
30,16
46,44

26,64
9,71

24,51
55,55
23,45
34,61

169,60
151,97
170,30
266,51
106,88
45323

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

28,98
35,03
40,85
75,32
20,62
46,33

nd
nd
nd
nd
nd
nd

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

10,43
10,26
30,65
53,30
11,35
33,85

nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

291,68
221,38
316,35
527,69
192,46
614,46

nd — ndo detectado
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ANEXO V
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Figura 43. Variagdo da abundancia relativa dos n-alcanos individuais no experimento com 6leo diesel para a espécie INPA R560
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Figura 44. Variagdo da abundancia relativa dos n-alcanos individuais no experimento com petroleo para a espécie INPA R560.
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