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RESUMO

O petroleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos, enxofre, nitrogénio, oxigénio
e metais. A contaminacdo ambiental por esta substancia e por seus derivados causa grande
impacto ecoldgico e as técnicas para sua remediacdo tem recebido destaque nas ultimas
décadas. Para a descontaminagdo dos locais, a biorremediacdo utiliza micro-organismos
autoctones ou aldctones, e 0 emprego destes na remediacdo de ambientes impactados requer
mecanismos para estimular e desenvolver a atividade microbiana na degradacdo de compostos
de petréleo. Esse projeto teve como objetivo testar isolados de rizobios na degradacdo de
compostos de petroleo. Foi utilizado o método de riscagem em placa, tendo o petréleo como
fonte de carbono e em seguida foi verificado a capacidade dos micro-organismos em degradar
hidrocarbonetos utilizada a técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol pela
mudanga de cor do DCPIP azul (oxidado) para o incolor (reduzido). Dos 120 isolados de
rizobios, 93 apresentaram capacidade de tolerar a presenca do petr6leo no meio, apresentando
bom crescimento, quando submetidos por 15 dias na presenca dessa substancia. Desses 120
isolados, 36 apresentaram habilidade de utilizar o petréleo como fonte de carbono, pois
atingiram a nota de crescimento sugerida (3,06) com seis dias de crescimento. No teste do
DCPIP, 26 isolados apresentaram descoloracdo parcial, quase total ou total com seis dias de
observacdo. A partir desse teste, foram selecionados 15 rizébios, na qual foi averiguado o
potencial do indice de emulsificacdo e verificou-se alta atividade emulsificante A/O utilizando
as fontes de carbono petréleo e tolueno, usando-se os sais minerais dos meios INPA e YM
com relacdo a todos os micro-organismos testados e com a atividade emulsificante O/A,
cinco, apresentaram alta atividade emulsificante com o petrdleo e cinco com o tolueno, dois
apresentaram moderado com petréleo e dois com tolueno e os demais foram baixos para as
duas fontes de carbono. Esses resultados demonstram que, 0s rizobios podem tornar-se uma
alternativa viavel e segura para a biorremediacdo de solos contaminados com esse produto

muito utilizado na sustentabilidade econémica global.

Palavras-chave: Biodegradacdo, Petroleo, Rizdbios



ABSTRACT

Petroleum is a complex mixture of hydrocarbons. Environmental contamination by
this substance and its derivatives causes great ecological impact and the techniques for their
remediation has received attention in the recent decades. For decontamination of sites,
bioremediation uses microorganisms indigenous or alien, and employment in these
remediation of impacted environments requires mechanisms to stimulate and develop the
microbial activity in the degradation of petroleum compounds. This project aimed to test
rhizobial isolates in the degradation of petroleum compounds. We used a plate scribing
method, with petroleum as a carbon source, and then it was verified the ability of
microorganisms to degrade hydrocarbons by the technique of the redox indicator, 2,6-
dichlorophenol indophenol by DCPIP color change of the blue (oxidised) to colorless
(reduced). 120 isoldos of rhizobia, 120 showed the ability to tolerate the presence of oil in the
middle, showing good growth when subjected for 15 days in the presence of this substance.
Of these 93 isolates, 36 had the ability to use oil as a carbon source for growth scores reached
suggested (3,06) with six days of growth. The test of DCPIP, 26 isolates showed partial
discoloration, almost complete or complete with six days of observation. From this test, 15
were selected rhizobia was examined in which the potential of the emulsification index and
found to be high emulsifying activity / O using the carbon sources petroleum and toluene,
using mineral salts media and YM INPA with respect to all the microorganisms and the
emulsifying activity O / A, five had high emulsifying activity with oil and five toluene, two
had moderate with oil and two with toluene and the rest were low for both sources carbon.
These results demonstrate that rhizobia can become a feasible and safe alternative for
bioremediation of soils contaminated with this product widely used in global economic

sustainability.

Keywords: Bioremediation, Petroleum, Rhizobium
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1 INTRODUCAO

O petréleo é um composto organico, formado por processos biogeoquimicos,
constituido em sua maior parte por uma mistura complexa de hidrocarbonetos. A
contaminacdo ambiental por esta substancia e por seus derivados causa grande impacto
ecoldgico e as técnicas para sua remediacdo tém recebido destaque nas Gltimas décadas.
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) estdo entre os poluentes de maior
persisténcia, apresentando propriedades tdxicas, mutagénicas e carcinogénicas aos seres
humanos. A maior parte dos compostos de petréleo é passivel de biodegradacdo; no
entanto, trata-se de um processo lento, podendo levar décadas até a total descontaminagéo
do ambiente (TONINI et al., 2010).

O mundo atual estd cada vez mais dependente do petrdleo, sendo que as técnicas
para 0 manuseio deste (exploracdo, refino, transporte e operacbes de armazenamento)
podem causar acidentalmente derramamentos e contaminacfes de solos, rios e outros,
sendo necessario recorrer a estudos e pesquisas de técnicas relacionadas a remediacdo de
sitios contaminados (ANDRADE et al., 2010).

A biodegradacdo de um composto quimico no meio ambiente depende, sobretudo,
da presenca de uma populacdo capaz de metabolizar a molécula original e seus produtos de
degradacdo. N&o existem, na biosfera atual, rotas enzimaticas catabdlicas capazes de
degradar todos os compostos novos que a cultura humana sintetizou durante os ultimos 100
anos. Alguns xenobidticos podem ser biodegradados por micro-organismos que possuam
enzimas capazes de catabolizar moléculas especificas, ou mesmo pela a¢do conjunta de
consércios microbianos, em que cada micro-organismo atua individualmente sobre
diferentes etapas do processo de biodegradacdo (GAYLARDE et al., 2005).

A maior parte dos compostos de petréleo (de 60% a 90%) é biodegradavel.
Entretanto, o restante (de 10% a 40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. Mesmo
tratando-se de uma porcdo menor, deve-se ressaltar que isto representa toneladas de
poluentes impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na cadeia
tréfica. O destino destes compostos, apds um derrame, ird4 depender da interacdo, entre
varios fatores, podendo se destacar a degradacdo microbiana (CRAPEZ et al., 2002).

Isso demonstra a importancia de recorrer a técnicas ou estudos que oferecam
subsidios para a montagem de operacfes de remediacdo dos danos causados, com menor
custo e menor dano ambiental, uma vez que estamos lidando com organismos

fundamentais para o perfeito funcionamento dos ecossistemas aquaticos e terrestres, pois



17

alguns micro-organismos possuem caracteristicas peculiares para degradar componentes do
petroleo.

A utilizacdo de técnicas moleculares também vem caracterizando a diversidade
microbiana nos Gltimos anos, mas a avaliacdo das caracteristicas culturais é o primeiro
passo na identificacdo de novos grupos taxondmicos de micro-organismos.

Muitas espécies de bactérias, isoladas do solo, da agua do mar, de sedimentos
marinhos e de areas contaminadas por Oleos, vém sendo estudadas para aplicacbes
ambientais como a biorremediacdo, dispersdo de efluentes oleosos, otimizacdo da
recuperacdo de o6leos e transferéncia de dleo cru, pois sdo produtoras de compostos
conhecidos como biossurfactantes. Estes compostos exibem propriedades surfactantes, isto
é, diminuem a tensdo superficial e consistem em produtos metabolicos de micro-
organismos, podendo substituir os surfactantes sintéticos no futuro, especialmente em
indUstrias de alimentos, cosmética e farmacéutica bem como, produtos de limpeza
industriais, produtos quimicos agroindustriais e em processos de biorremediagdo, ja que
sdo biodegradaveis, possuem baixa toxicidade e apresentam estabilidade em valores
extremos de pH, temperatura e salinidade (PINTO et al.,2009).

A producdo de biossurfactantes é importante na aplicacdo de um processo de
biorremediagdo, por apresentarem diversas vantagens em relagdo aos surfactantes
sintéticos. E imprescindivel a escolha dos micro-organismos a serem utilizados nesse
processo, uma vez que estamos lidando com ecossistemas de grande biodiversidade e
dependentes de estratégias de descontaminacdo que ndo prejudiquem a sua dinamica.

Estudos sobre o isolamento e caracterizacdo morfolégica de rizobio tém
importancia para selecionar bactérias eficientes na fixacdo de N, e os principios basicos
que devem orientar a selecdo de estirpes de rizébios com propdsito pratico de inoculacdo
em leguminosas tem sido objeto de muitos estudos (HARA; OLIVEIRA, 2005). Torna-se
fundamental também a realizacdo de estudos desses micro-organismos para verificar se
possuem capacidade de degradar compostos de petrdleo existentes em areas contaminadas
por esse poluente, pois podem tornar-se uma alternativa viavel e segura para a
biorremediagdo de solos contaminados, uma vez que ndo sdo patogénicos as plantas e/ou
animais, inclusive ao homem. Portanto, a realizacdo desse projeto objetivou testar isolados
de rizObios na degradacdo de petroleo ou suas fragOes, pois a utilizacdo destes €
fundamental no manejo agricola sustentavel na Amazonia, fixam nitrogénio e solubilizam

fosfatos pouco soltveis do solo promovendo o crescimento das plantas.
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2. OBJETIVO

2.1. GERAL

Avaliar a capacidade de isolados de rizobios em degradar petréleo.

2.2. ESPECIFICOS
Testar a capacidade de isolados de rizobios em degradar petroleo e seus derivados,
testando a eficiéncia destes, como forma de indicar os mais aptos para serem utilizados no

processo de biorremediacdo de solos contaminados com petroleo;

Averiguar o potencial de isolados de rizobios quanto a producdo de

biossurfactantes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Petroleo, carater fisico-quimico e impactos causados pela deposicdo de seus

compostos no meio ambiente

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

sera a temperatura na qual ele ira destilar (FARIAS, 2008).

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

Faixa de temperatura Produto N? de 4tomos de carbono na
°c molécula
Abaixo da temperatura ambiente Gas Natural C,-C4
20-60 Eter de Petr6leo Cs-Cs
60-90 Benzina C,-Cq
90-120 Nafta Cs-Cy
40-200 Gasolina Cs-Coiy
150-300 Querosene C1o-Cyg
250-300 Oleo Diesel (gaséleo) Acima de Cyg
300-400 Oleos Lubrificantes Né&o destilam & pressdo ambiente.

Obs. As faixas de temperatura e composi¢des mostradas sdo apenas aproximacdes, com as temperaturas e
composicdes especificas para uma determinada destilacdo dependendo na composicdo do petréleo
empregado, bem como da presséo utilizada.

Entdo, o petroleo € constituido por uma mistura complexa de substancias
inorganicas e organicas, extremamente influenciadas por condig¢des fisico-quimicas,
bioldgicas e geoldgicas do ambiente em que ele foi formado. Dentre as substancias mais
comuns encontramos os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs); Sdo gerados

naturalmente, e de forma continua, pela combustdo incompleta de substancias organicas,
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como residuos vegetais, madeira, matéria organica, etc. Porém, a contaminacgéo do solo é
um tipico efeito da atividade antropogénica, devido a producdo industrial dos HAPs (para
fabricacdo de corantes, de fibras sintéticas, de preservantes de madeira, etc), a producéo de
carvao vegetal, a extracdo e gaseificacdo do carvdo mineral e aos processos de extragéo,
transporte, refino, transformagdo e utilizacdo do petréleo e de seus derivados
(BANFORTH; SINGLETON, 2005). sdo carcinogénicos e tendem a se acumular em
moléculas lipofilicas, bem como interagir com constituintes hidrofébicos da membrana
celular, provocando a perda da integridade e o carater de barreira seletiva da membrana
plasmaética, podendo acarretar disfuncdes variadas (CRAPEZ et al., 2002). Andrade et al.
(2004) mostraram que 0s compostos que exigem maior preocupacdo ambiental e que,
normalmente, sdo os principais a serem identificados e quantificados antes e durante um
processo de remediacdo sdo: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos. Contudo pode-se
observar que a inimera quantidade de substancias poluentes e cancerigenas presentes no
petroleo e seus derivados merecem a atencdo por parte das autoridades dos Orgdos
ambientais e de saude.

Com o desenvolvimento das cidades, aumentaram-se 0s estoques de petroleo, bem
como o seu transporte mundial, sendo potencial o risco de acidentes envolvendo derrames
de 6leo no meio ambiente (HARAYAMA et al., 1999; PEREIRA et al., 2009; BASTOS;
FREITAS, 2010; SANTOS et al., 2011). A poluicéo causada por hidrocarbonetos constitui
séria preocupacdo ambiental e de salde, merecendo maior investimento em tecnologias
compativeis para sua remediacdo e o0s maiores problemas sdo os danos ambientais
causados por derrames acidentais e descarga de petréleo ou de residuos oleosos
intencionalmente descartados (LAI et al., 2009). A crescente atividade industrial nos dias
de hoje traz consigo alguns riscos para 0 meio ambiente. Normalmente as contaminacgdes
de solos e do ambiente hidrico por hidrocarbonetos ocorrem desde o processo de extracao,
transporte, refino, até o consumo, com a producdo de gases poluentes. Tais acidentes tém
um grande efeito sobre as propriedades do ambiente contaminado. Martins (2007) destaca
a relevancia dos efeitos e impacto ambiental das “marés negras” (acidentes ambientais que
resultam em grandes quantidades de derramamento de petréleo) ocorridas no mundo,
destacando-se 0 nome do navio, a nacionalidade, o acidente e o derrame:

e 1967 - navio liberiano “TORREY CANION”, encalhe na costa da Gra-Bretanha -
derramamento de 123 mil toneladas de petrdleo.
e 1989 — Navio “EXXON VALDEZ”, acidente: colisao3 e derrame de 41 mil

toneladas. no Alasca (EUA).
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e 1978 - petroleiro liberiano “AMOCO CADIZ” - colisdo, encalhe e naufragio
préximo das costas da Bretanha, derramando 230 mil toneladas. de crude.

e 1992 - petroleiro cipriota “HAVEN” - explosdo no Mediterraneo e derrame de 144
mil toneladas de petroleo.

e 1996 - petroleiro liberiano “SEA EMPRESS” — encalhe — derrame de cerca de 70
mil toneladas de petr6leo nas costas do Pais de Gales.

e 1999 - petroleiro “ERIKA”, de bandeira maltesa, partiu-se em dois quando
navegava a 40 milhas das costas da Bretanha, a noroeste da Franca, derramando
mais de 20 000 toneladas de petroleo bruto, poluindo mais de 400 quilémetros da
costa.

e 2002 - petroleiro “PRESTIGE”, de bandeira liberiana, partiu-se em dois vazando
aproximadamente 20 mil toneladas de petréleo na Espanha.

Em 2013, uma balsa que transportava 4 tanques com CAPCM20 (produto derivado do

petr6leo usado para a producdo de massa asféltica) virou porque houve um

desequilibrio de massa no convés com a retirada do produto de um dos tanques para

carregamento de um caminhdo. A balsa virou ao ficar leve com o descarregamento e

um dos tanques caiu no rio Negro, em Manaus — AM, derramando o produto. O

vazamento foi calculado em 15 mil litros. A responséavel foi a empresa Chehuan

(AMAZONIA NA REDE, 2013).

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

ambientes contaminados.

3.2. Biorremediagdo de Ambientes impactados por petroleo

A biorremediacdo € definida como a transformacéo e/ou degradacdo de compostos
toxicos para torna-los inofensivos: P ode envolver o emprego de micro-organismos
inerentes ao produto contaminante e a0 meio ambiente, ou ainda pode langar méo de

micro-organismos exdgenos (BENNET; FAISON, 1997). E um processo ou estratégia
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versatil que consiste no uso de enzimas e/ou de micro-organismos naturais (bactérias,

fungos e leveduras), capazes de degradar substancias em solos ou outros ambientes

contaminados. Estes micro-organismos, muitas vezes, sdo considerados nocivos para 0s

seres humanos. Para que seja implantada a biorremediacdo em determinada area afetada

por contaminantes, tem que haver definicdes para que seja implantado todo o processo

(Figura 1). A biorremediacéo utiliza, para a descontaminacdo dos locais, micro-organismos

autoctones ou aldctones, podendo ser realizada através de bioaumentacdo, bioestimulagéo

ou atenuacdo natural monitorada (ANDRADE et al., 2010). O emprego de micro-

organismos na remediacdo de ambientes impactados requer mecanismos para estimular e

desenvolver a atividade microbiana na degradacdo de compostos de petréleo.

Utilizag&o de plantas
(fitorremediacéo)

Selecao e introdugao de
plantas (geralmente
aloctones com as
propriedades de
interesse)

GEPs (introdugéo de
plantas geneticamente
modificadas)

Avaliag&o da natureza do ambiente
contaminado (solo, sedimento,
aquifero)

Caracterizagdo da contaminagéo
(natureza do composto, quantidade,
distribuicéo)

Planejamento do tipo de
biorremediacé&o (andlises
biolégicas, geolégicas, hidrologicas),

Decis&o por biorremediagéo in-situ
ou ex-situ

Bioestimulagao
(favorecimento de
populagoes de
microrganismos autoctones
degradadores)

OGMs (introdugéo de
microrganismos
geneticamente
modificados)

Propagagéo e introdugé@o no
meio ambiente

Monitoramento do processo
e intervengdes para ajuste

Utilizagao de
microrganismos

Bioaumentagao

(introdugd@o de microrganismos degradadores)

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

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

Figura 1 — Esquema geral das etapas para definicdo e implementacdo de um processo de
biorremediacdo (Adaptado de Gaylarde, 2005)

Gaylarde et al. (2005) citaram que a implementacdo de um processo de remediagao

em um ambiente contaminado requer a conducéo de um estudo detalhado, com uma visao
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interdisciplinar, envolvendo profissionais de diferentes areas de conhecimento, como
microbiologia, bioquimica, biologia molecular, quimica organica e analitica e engenharia,
sendo necessario um conhecimento aprofundado das caracteristicas quimicas da molécula
xenobidtica que se pretende eliminar, uma vez que a estrutura quimica influencia varios
aspectos do metabolismo bioldgico. Afirmaram ainda que a extraordinéria diversidade
metabdlica se deve a combinacdo do potencial genético individual das diferentes espécies
microbiana em um sistema natural, com enzimas e vias metabdlicas que evoluiram ao
longo de bilhdes de anos, e a capacidade de metabolismo integrado apresentada pela
comunidade microbiana em conjunto: produtos do metabolismo de um micro-organismo
pode ser substrato para outros.

Portanto, a biorremediacdo é uma técnica de despoluicdo que acelera o processo
natural de biodegradacdo de determinadas substancias no meio ambiente (ADAMASSU;
KORUS, 1996). Observa-se com muita preocupagao, 0s casos de contaminacdo do solo e
agua por hidrocarbonetos derivados de petroleo, que mesmo em pequenas concentragoes,
podem constituir um grande perigo a salde humana e ao meio ambiente (SOUZA et al.,
2010).

O petrdleo pode ser utilizado por diversos micro-organismos como fonte de
carbono e energia, onde uma grande quantidade de substratos e metabolitos presentes em
solos impactados por hidrocarbonetos fornece condic¢des para o desenvolvimento de uma
complexa comunidade microbiana. Ecologicamente, micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos sdo amplamente distribuidos e as dificuldades encontradas para
caracterizar comunidades microbianas de ambientes impactados por hidrocarbonetos do
petroleo sdo agravadas pela grande quantidade de substratos especificos e interacdes
metabolicas possiveis (WETLER-TONINI et al., 2011). Tais micro-organismos podem ser
encontrados no préprio ambiente impactado, sendo na maioria das vezes, 0s responsaveis
pelo desaparecimento dos contaminantes e sdo capazes de degradar a maioria desses
compostos para suprir as suas necessidades energéticas e de crescimento. Isso acontece
devido ao fato do petréleo bruto ou derivado consistir de diferentes classes de
hidrocarbonetos, propiciando o crescimento de varios grupos bacterianos, especializados
em diferentes compostos e algumas populacdes bacterianas ao entrar em contato com o
petréleo derramado sofrem um processo de adaptacdo, reconhecendo seus componentes
como fonte de carbono e energia iniciando assim o processo de degradacgdo. Desse modo, a
biorremediagdo baseia-se na degradagdo bioquimica dos contaminantes por meio da

atividade de micro-organismos presentes ou adicionados no local de contaminagéo
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(BERNOTH et al., 2000). Neste caso, os tratamentos séo basicamente de dois tipos: 1) ex-
situ (ou off-site), realizado fora do local onde ocorreu a contaminagdo e, por isso, & um
tratamento que requer a escavacao e a remoc¢do do solo contaminado para outro local. A
adocdo deste procedimento pode resultar em um aumento consideravel do custo do
processo, porém, ndo obstante a essa desvantagem, é possivel controlar, com maior
facilidade, as condicionantes do meio (vide o item "Fatores que influenciam a
biodegradabilidade dos contaminantes™), que sdo consideradas os fatores-chave utilizados
no tratamento dos solos; 2)in-situ (ou on-site), tratamento feito no préprio local da
contaminagdo. Normalmente, essa opgédo de biorremediacdo torna o processo mais atrativo
e economicamente vidvel, quando comparado ao tratamento citado anteriormente. Além
disso, o tratamento in-situ, normalmente, acarreta em menores impactos ambientais
advindos da remediacdo da area contaminada (NANO et al., 2003).

A grande motivacdo de todos as pesquisas em estudos de biodegradacdo €, sem
duvida, a busca de microorganismos versateis capazes de degradarem, de maneira
eficiente, uma grande variedade de poluentes, a baixo custo operacional, utilizando micro-
organismos que ndo prejudiquem a vida existente nas areas contaminadas.

Genericamente, 0s micro-organismos nativos da subsuperficie podem desenvolver a
capacidade de degradar contaminantes apds longo periodo de exposi¢do. Normalmente,
estes seres microscopicos se adaptam em baixas concentracdes de contaminantes e se
localizam nas regiGes externas a pluma de contaminacdo e, muito dificilmente, estardo
presentes na fase livre (fase organica concentrada). Os compostos organicos Sao
metabolizados por fermentacdo, respiragdo ou co-metabolismo (CETESB, 2004). Um dos
fatores primordiais para ocorrer biodegradacdo é a presenca de aceptores de elétrons e
nutrientes adequados para manter ativos micro-organismos de diferentes espécies.
Portanto, o processo de biorremediacdo pode ser aerobico ou anaerdbico, requerendo
oxigénio ou hidrogénio, respectivamente. Na maioria dos locais, a subsuperficie é carente
dessas espécies (oxigénio ou hidrogénio), o que impede 0s microorganismos de se
reproduzirem e degradarem completamente o contaminante alvo. Além desses dois
processos, a biorremediacdo também pode ocorrer de forma co-metabolica (VIDALL,
2001). A "biorremediacdo co-metabolica™ é aquela na qual a degradacdo ocorre pela agao
de enzimas produzidas por micro-organismos para outros fins. E uma técnica praticamente
idéntica as anteriores, sendo que, do ponto de vista bioquimico, rege o principio das
reacbes de oOxido-reducdo. No caso especifico do co-metabolismo, caso ndo haja o

substrato principal, ou seja, fontes preferenciais de carbono, a degradacdo mediada pelos
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micro-organismos ndo ocorre para um dado componente, definido como "contaminante co-
metabolizado™. Por outro lado, neste caso especifico, na presenca de uma fonte de carbono,
a metabolizacdo do substrato primario podera gerar enzimas capazes de atuar na
degradacédo do contaminante de interesse (GARNIER et al., 2000).

Os micro-organismos aerdbios necessitam da presencga de oxigénio molecular para
seu crescimento e para converter os hidrocarbonetos em CO,, H,O e biomassa. J& 0s
micro-organismos facultativos podem crescer na presenca (aerobiose) ou auséncia
(anaerdbios, fermentacdo) de oxigénio (BERTHE-CORTI; FERZNER, 2002; PETERS et
al., 2005). A habilidade de utilizagdo dos hidrocarbonetos saturados derivados do petrdleo
por micro-organismos aerdbios e anaerdbios é descrita por varios autores (HANSON;
HANSON, 1996; VAN HAMME et al., 2003; WANG et al., 2006; SAVAGE et al., 2010;
CRUZ; MARSAIOLL, 2012;), onde um dos fatores primordiais para ocorrer biodegradacao
é a presenca de aceptores de elétrons e nutrientes adequados para manter ativos micro-
organismos de diferentes espécies. Os micro-organismos aerobios necessitam da presenca

de oxigénio molecular para seu crescimento e para converter os hidrocarbonetos em CO.,

H,O e biomassa (Figura 2).
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Figura 2 - Rotas de biodegradacéo de alcanos para micro-organismos
aerobios e anaerobios (adaptado de WENTZEL et al., 2007).
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A principal via metabolica de degradacdo pode ocorrer na porcdo terminal e/ou
subterminal da cadeia carbdnica (Figura 3). Inicia-se com a oxidagdo do substrato por
enzimas oxigenases com a utilizacdo de oxigénio molecular como aceptor de elétrons. A
oxidacdo terminal de um alcano tem inicio com a formacao de um alcool primario. Apés a
etapa inicial, o alcool é oxidado, por acdo das enzimas alcool e aldeido desidrogenases, aos
correspondentes aldeido e acido carboxilico, respectivamente. O acido carboxilico, por sua
vez, é utilizado como substrato para acil-CoA sintetase e é posteriormente biodegradado
pelo processo de B-oxidacdo. A biodegradacdo subterminal (1° carbono secundario da
cadeia do n-alcano) gera A&lcool secundario, cetona e éster. O éster pode ser
biotransformado a alcool priméario ou diretamente a &cido carboxilico por acdo de esterases
completando o ciclo até o processo de p-oxidacdo (KESTER; FOSTER, 1962; RABUS et
al., 2001).
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Sabe-se que uma variedade alta de micro-organismos tem a capacidade de degradar
constituintes do petrdleo. Estes podem degradar compostos desde o metano (C1) até compostos
mais pesados (C40). Porém nenhum micro-organismo é capaz de degradar completamente
todos os componentes do petroleo. Assim sendo, € necessario uma mistura de diferentes
espécies em uma cultura para obter uma mineralizagdo eficiente (LEE; LEVY, 1988).

A busca de tecnologias limpas e altamente eficientes, com alto poder de destruigéo
de poluentes e com menor custo possivel, vém se tornando constante, devido, entre outras
causas, a existéncia cada vez mais rigorosas e imposicdes legais de qualidade de descarte
de residuos (ROCHA, 2010).

Qualquer préatica de biorremediacdo que se baseia em processos de degradacdo de
contaminantes organicos, deve ser iniciada com um extenso e cauteloso levantamento
hidrogeoldgico, geoquimico e microbiolégico da area contaminada. Dependendo das
condicGes da regido, a cinética de biodegradacdo dos compostos serd mais rapida ou mais
lenta. As condicionantes do meio, devidamente estudadas, vao nortear ndo apenas a melhor
técnica de extracdo ou eliminacdo de contaminantes, como também a possibilidade de

biodegradacao dos poluentes.

3.3. Producéo de Biossurfactantes

Os biossurfactantes constituem uma classe de surfactantes naturais produzidos por
micro-organismos, sendo classificados de acordo com sua composi¢do quimica ou origem
microbioldgica. As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas
(TAMBOURGI et al., 2008). Apresentam a capacidade de emulsificar misturas de
hidrocarbonetos em agua. Isto pode ser demonstrado através do aumento significativo da
degradacdo dos hidrocarbonetos presentes no meio, 0 que torna sua utilizacdo em
processos de biorremediacdo de solos e mananciais contaminados muito frequente. Esse
processo dindmico é baseado na habilidade dos biossurfactantes reduzirem a tensdo
superficial pelo remanejamento molecular, através do acidmulo de compostos insoluveis
em superficies, influenciando as ligacdes de hidrogénio e interacBes hidrofilicas-
hidrofobicas. Isto faz com que a area superficial aumente, proporcionando uma maior
biodisponibilidade e conseqiiente aumento da biodegradabilidade (CASTIGLIONI et al.,
2009). Os biossurfactantes sdo mais eficazes e eficientes do que os surfactantes sintéticos
existentes, e apresentam propriedades que estes ndo possuem, tais como a maior
seletividade e atividade especifica sob condigdes extremas de pH, temperatura e salinidade.

A sua utilizacdo em uma variedade de aplicacdes devido a suas propriedades e grande
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versatilidade somada a crescente importancia da aceitabilidade ambiental devido a sua
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade tem aumentado a sua demanda. No entanto,
sua entrada no mercado em larga escala ainda esta limitada, devido ao seu alto custo de
producdo quando comparados aos sintéticos (MARQUEZ et al., 2009). Os biossurfactantes
produzidos por micro-organismos podem ser obtidos utilizando-se procedimentos
relativamente simples e substratos baratos, através de processos de fermentacdo. Aclcares
e oleos sdo fontes de carbono adequadas para a obtencdo de tensoativos ecologicamente
seguros (BUENO et al., 2010)

Selecionar bactérias com potencial para producdo de biossurfactante, baseando-se
na reducdo da tensdo superficial e aumento da atividade emulsificante, contribui com o
processo de biorremediacdo e demonstra habilidades desses micro-organismos para
remover e degradar petréleo, por meio da producdo de agente surfactante, sugerindo uma
possibilidade futura de aplicacdo nos processos de contaminantes hidrofébicos como o
petroleo, indicando com isso uma alternativa promissora em processos de biorremediacao
auxiliando na reducdo da concentracdo e toxicidade dos varios componentes do petréleo

derramado.

3.4. Micro-organismos de Solo

O solo pode ser considerado um material mineral e orgénico ndo consolidado na
superficie imediata da Terra. Sendo assim, ele serve como meio natural para o crescimento
das plantas terrestres. O solo representa ndo somente um agregado de agua, ar, matérias
organicas e minerais, mas também um conjunto de fendmenos naturais organizados que
proporcionam um equilibrio dindmico (CALVET, 2003).

Os solos possuem, naturalmente, diversos micro-organismos com atividades
metabolicas variadas e que sdo capazes de degradar eficientemente diferentes
contaminantes, como o petrdleo e seus derivados. Contudo, em alguns casos, a
contaminacdo de solos por estas substancias tem se tornado uma problematica mundial,
principalmente, devido a dificuldade de reabilitar a area contaminada. Estes problemas tém
ocorrido, pois uma das principais dificuldades envolvendo a descontaminagdo dessas
matrizes esta relacionada, entre outros fatores, a presenca de materiais argilominerais.
Estes argilominerais, quando presentes em quantidades elevadas no solo contaminado,
podem reduzir consideravelmente a eficiéncia do processo de biorremediagdo. Os solos
argilosos, de modo geral, apresentam baixa permeabilidade, 0 que pode comprometer

significativamente tanto a difusdo de oxigénio, que € elemento fundamental para o
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processo aerobico de degradagdo, bem como a incorporagio de nutrientes. E evidente que a
estrutura dos solos também exerce influéncias significativas sobre as caracteristicas fisico-
quimicas. Dependendo da estrutura, mesmo que os solos sejam argilosos, eles podem ter
permeabilidades elevadas. Os latossolos argilosos, por exemplo, que ocupam extensas
areas no Brasil, apresentam, comumente estrutura granular e, desta forma, elevada
permeabilidade (ANDRADE et al., 2010).

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

A Resolugdo Conama 420/2009 dispGe sobre os critérios e valores orientadores de
qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antropicas. Disciplina, ainda, que se comprovada a ocorréncia de concentracdes
naturais de substancias quimicas que possam causar risco a saude humana, os 6rgaos
competentes deverdo desenvolver acbes especificas para a protecdo da populacdo exposta.
Define principios basicos de gerenciamento de areas contaminadas, e estabelece que o
6rgdo ambiental competente devera instituir procedimentos e acfes de investigacdo e de
gestdo, que contemplem as etapas de identificacdo, diagnéstico e intervencdo da area
contaminada.

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

0s danos causados.

3.5. Rizbbio

Nos ultimos tempos, a demanda por micro-organismos degradadores de compostos
de petréleo tem aumentado, levando com isso a um crescente aumento nos estudos de
micro-organismos capazes ou com potencial para serem utilizados na degradacdo desses
poluentes. E importante o reconhecimento da diversidade de micro-organismos existente
em diferentes ecossistemas e sua acdo metabdlica para cada composto especifico, uma vez
gue um sé micro-organismo isolado pode ndo ter a capacidade de degradar todos os

componentes do petroéleo.
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Apesar de vérios trabalhos com diversas espécies de micro-organismos
degradadores, existe a necessidade de maior conhecimento dos potenciais existentes de
bactérias indutoras de nddulos, genericamente chamadas de rizobios. Estes micro-
organismos sao bactérias Gram negativas, aerobicas nao esporulantes, pertencentes ao filo
alpha-Proteobactéria, 0s quais sdo genericamente identificados como rizobio (ZAKHIA;
LAUJUDIE, 2001). Estas bactérias apresentam grande capacidade simbidtica e fixadora de
nitrogénio e sdo eficientes na producdo de biopolimeros que apresentam aplicacdo na
agricultura como inoculante. A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é um processo
bioquimico natural e essencial, realizado por bactérias que possuem a enzima nitrogenase.
Estes organismos sdo encontrados em varios ambientes, vivendo livremente, associados ou
em simbiose com outros seres vivos. As bactérias fixadoras de nitrogénio possuem um
papel ecoldgico importante, atuando na conversdo do nitrogénio atmosférico (N2), nao
utilizavel pelas plantas e por outros grupos de organismos, em amodnia (NH,4"), forma
utilizavel por estes (SOUZA; MOREIRA, 2011).

Segundo Kuykendall e Dazzo (2005), Chen et al. (2005), Kuykendall et al. (2005),
a ordem Rhizobiales é classificada em dez familias: Aurantimonadaceae, Bartonellaceae,
Beijerinckiaceae, Bradirhizobiaceae, Brucellaceae, Hypomicrobiaceae,
Methylobacteriaceae, Methylocystaceae, Phyllobacteraceae, Rhizobiaceae. Nesta ultima,
encontram 0s seguintes géneros: Agrobacterium (SETUBAL, 2009), Allorhizobium
(SESSITSCH et al., 2002), Carbophilus (EUZEBY e KUDO, 2001), Chelatobacter
(KAMPFER et al., 2002), Kaistia (WEON et al., 2008), Rhizobium (SAWADA et al.,
2003), Sinorhizobium/Ensifer (MARTENS et al., 2008), Candidatus (DE VOS et al.,
2005).

Estudos aliando métodos classicos e moleculares de taxonomia bacteriana podem
auxiliar na compreensdo da diversidade de rizobios associados as leguminosas tropicais,
além de revelar o potencial biotecnoldgico desses isolados (FERNANDES JUNIOR et al.,
2010, 2011). Chagas Junior et al., 2010 realizaram a caracterizagdo fenotipica de rizobio
nativos de solos da Amazonia, e, descreveram que tais micro-organismos contribuiram de
forma significante para o aumento da biomassa, nodulacéo e eficiéncia de feijdo caupi.
Desta maneira, inumeros trabalhos tem sido feitos estudando a capacidade simbidtica entre
rizobios e leguminosas (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; SOUZA et al., 1994; HARA,
OLIVEIRA., 2004; HAWERROTH et al., 2011 ).

A avaliacdo das populagGes de rizobio é facilitada com a utilizacdo de plantas iscas

e isolamento dos nodulos formados. Além disso, as caracteristicas morfolégicas de
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rizobios fornecem informagdes importantes para a identificacdo e agrupamento de estirpes.
Assim, avaliar o tempo de crescimento, reagdo de pH, consisténcia do muco produzido,
caracteristicas das colbnias formadas, sdo caracteristicas importantes no agrupamento
destes isolados (CHAGAS JUNIOR, 2007).

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

Alguns trabalhos foram realizados utilizando isolados de rizébios na degradacéo de
compostos de petréleo (LINDSTROM et al., 2003; POONTHRIGPUN et al., 2006;
COELHO et al., 2010; WEN et al., 2011).

Wey et al. (2008) realizaram uma caracterizacdo da degradacdo de fenol e
verificou que o isolado CCNWTB701, que pertencia ao género Rhizobium degradou cerca
de 99,5 e 78,3%, com uma concentracéo inicial de 900 e 1000 mg / | de fenol em 62 e 66 h.
A grande motivacdo de pesquisas e estudos de biodegradacdo €, sem dlvida, a busca de
micro-organismos versateis capazes de degradar, de maneira eficiente, uma grande
variedade de poluentes a baixo custo operacional, utilizando micro-organismos que nédo
prejudiquem a vida existente nas areas contaminadas. O Género Rhizobium apresenta
caracteristicas adequadas para ser utilizado num processo de biorremediacédo, pois além de
apresentar todas as caracteristicas citadas, € um género de micro-organismo que nao possui
patogenicidade, ndo prejudicando assim o homem, a fauna e a flora existentes no meio

ambiente.
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CAPITULO |

Analise da biodegradabilidade de petroleo por isolados de
rizobios.
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Analise da biodegradabilidade de petrdleo por isolados de rizobios.

Palavras-chave: Rizdbios, Biodegradacéo, Petrdleo

Resumo

A Biorremediacdo é definida como 0 processo que emprega micro-organismos ou suas
enzimas para destoxificar contaminantes no solo ou em outros ambientes. Estirpes de
rizobio fazem parte da populagdo microbiana do solo e seu estudo podera conduzir a
descoberta de estirpes de grande valor econémico para uso em biorremediacdo de
ambientes contaminados com compostos de petréleo. Isto ocorre pelo fato de serem
adaptadas ao ambiente local, bem como por mostrar maior eficiéncia, habilidade
competitiva e tolerancia as condicGes de estresse. Este trabalho teve como objetitvo testar a
capacidade de isolados de rizobios em degradar petréleo e seus derivados, testando a
eficiéncia destes e indicando os mais aptos para serem utilizados no processo de
biorremediagdo de solos contaminados com petr6leo. Os resultados obtidos mostraram-se
satisfatorios, uma vez que dos 120 isolados testados, 36 mostraram capacidade de utilizar o
petréleo como fonte de carbono, obtendo um elevado crescimento com a degradacéo desse
composto. Com estes micro-organismos foi realizado o teste do DCPIP, no qual 26
apresentaram descoloracdo parcial, quase total ou total com seis dias de observacao. Esses
resultados demonstram que, os rizébios podem tornar-se uma alternativa viavel e segura
para a biorremediacédo de solos, uma vez que, além de limpar o ambiente contaminado com
compostos de petréleo, ndo sdo patogénicos, portanto, ndo causam doencas e danos a flora,

fauna e a0 homem.
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INTRODUCAO

A Biorremediacdo é definida como processo que emprega micro-organismos ou
suas enzimas para destoxificar contaminantes no solo ou em outros ambientes. Consiste,
basicamente, na transformagdo do contaminante a formas que ndo oferecem riscos
ambientais. A Biorremediacdo é de simples manutencdo, é aplicAvel em grandes areas e
tem baixo custo (DUARTE, 2012). °

Os inumeros acidentes e vazamentos envolvendo produtos oleosos, principalmente
os contendo derivados de petroleo, acabam afetando varios meios naturais, sendo o solo
um dos grandes receptores dessa contaminacdo. Para remediacdo destas areas, varios sdo
0S processos que podem ser utilizados, mas 0s processos biologicos se destacam entre 0s
tratamentos mais utilizados, principalmente em relacdo ao custo e a eficiéncia, quando
comparados a processos fisico-quimicos (REGINATTO et al., 2011).

A legislacdo brasileira exige que areas contaminadas devam ser remediadas, para
minimizar a interferéncia ambiental e restaurar os ecossistemas. Para isto, S0 necessarios
o0 diagndstico, a analise e 0 monitoramento do impacto e medidas remediadoras (CETESB,
2010). Os micro-organismos sdo considerados biodegradadores eficientes devido a
abundancia, a diversidade de espécies, versatilidade catabdlica e anabdlica, bem como a
sua capacidade de adaptacdo a condi¢Ges ambientais adversas (MORAES; TORNISIELO,
2009).

Para que seja efetivamente alcancada, a degradacdo biolégico de compostos
organicos, como os derivados do petrdleo precisam ser estabelecidas condi¢fes ambientais
favoraveis (concentracdo de nutrientes, umidade, pH, temperatura e aeracdo), além do
conhecimento sobre a concentracdo e o0 tipo Oleo contaminante juntamente com a
densidade populacional e o potencial de degradacdo dos micro-organismos. Esses dados
sdo fundamentais para a otimizacdo do processo de biorremediacdo. Estirpes de rizébio
fazem parte da populacdo microbiana do solo e seu estudo pode conduzir a descoberta de
estirpes de grande valor econémico para serem usadas na biorremediacdo de ambientes
contaminados com compostos de petréleo, visto que sdo adaptadas ao ambiente local, bem
como podem mostrar maior eficiéncia, habilidade competitiva e tolerancia as condicoes de
estresse. Portanto, este trabalho tem como objetitvo testar a capacidade de isolados de
rizobios em degradar petroleo e seus derivados, testando a eficiéncia enzimatica destes,
como forma de indicar os mais aptos para serem utilizados no processo de biorremediagao

de solos contaminados com petrdleo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de nédulos para obtencéao de rizébios

Para iniciar as atividades praticas desse trabalho foram realizadas coletas de
nodulos presentes nas raizes de plantas leguminosas, para a obtencéo de rizobios, conforme
locais descritos (Tabela 1).

Apb6s a obtencdo dos nddulos, o trabalho foi realizado no Laboratério de
Microbiologia de Solos do INPA, Manaus, AM onde foram isoladas as estirpes de rizobios
usando a metodologia descrita por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985). Os
nddulos foram lavados com etanol (92% por 3 minutos), seguindo uma desinfeccdo
superficial com hipoclorito de sédio (4 minutos) e dez lavagens com agua estéril.

Em seguida os nodulos foram pressionados com uma pinca e feita as riscagens em
placas de Petri contendo meio YMA (yeast manitol agar) (VINCENT, 1970). Apds o
isolamento, as placas foram incubadas a 28°C até o crescimento de coldnias de bactérias e
entdo foram repicadas para novas placas contendo 0 mesmo meio e novamente incubadas
até o novo crescimento bacteriano. Os isolados obtidos por ultimo foram mantidos em
tubos de ensaio contendo o meio YMA (Tabela 2), inclinado, segundo descrito por Vincent
(1970) e Somasegaran; Hoben (1985), sendo esse mesmo procedimento utilizado para 0s
isolados adquiridos da colecdo do Laboratério de Microbiologia de solo do INPA.

No total foram isolados 120 rizébios que foram utilizados para a realizacdo dos

testes metodoldgicos propostos por esse trabalho.

Tabela 1 — Isolamento dos nddulos e seus respectivos locais de coleta.

Rizébio Local (L) Planta
INPA R546, INPA R547, Ramal do Caldeirdo, Terra firme, Pueraria
INPA R548, INPA R549, km 3 phaseoloides
INPA R550, INPA R551, 5$3°12° 26~ (Feijédo Bravo)
INPA R552, INPA R553, W 60°12°2,5”

INPA R554, INPA R555,
INPA R556, INPA R557,
INPA R558, INPA R559

INPA R560, INPA R561, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria
INPA R562, INPA R563, $3°13°41,9” phaseoloides
INPA R564, INPA R565, W 60°13°27,8” (Feijédo Bravo)

INPA R566, INPA R567,
INPA R568, INPA R5609,
INPA R588, INPA R571,
INPA R572, INPA R573,




Rizébio

Local (L)

Planta

INPA R574, INPA R575,
INPA R576, INPA R577,
INPA R578, INPA R579,
INPA R580, INPA R581,
INPA R582, INPA R583,
INPA R584, INPA R585,
INPA R586, INPA R587,
INPA R588, INPA R589

INPA R590, INPA R591,
INPA R592, INPA R593,
INPA R594, INPA R595,
INPA R596, INPA R598,
INPA R600, INPA R602,
INPA R603, INPA R604,
INPA R605, INPA R606
INPA R607, INPA R610,
INPA R611, INPA R612,
INPA R613, INPA R614,
INPA R615, INPA R616,
INPA R617, INPA R618,
INPA R619

INPA R620, INPA R621,
INPA R622, INPA R623,
INPA R624, INPA R625,
INPA R626, INPA R627,
INPA R628, INPA R629,
INPA R630, INPA R631,
INPA R632, INPA R633,
INPA R634, INPA R635,
INPA R636

INPA R637, INPA-R639,
INPA R640, INPA R642,
INPA R643, INPA R644,
INPA R645, INPA R646,
INPA R647, INPA R648,
INPA R649, INPA R650,
INPA R651, INPA R652,
INPA R653, INPA R654,
INPA R655, INPA R656,
INPA R657, INPA R659,
INPA R660, INPA R661,
INPA R662, INPA R663,
INPA R664

INPA R665, INPA R666

INPA R667, INPA R668,
INPA R669, INPA R672,
INPA R674, INPA R675,

INPA R676, INPA R677

Estrada de terra para Jandira;
Beira do Rio Solimdes, Varzea
503°15° 21,37
W 060°15° 17,2

Jandira, propriedade Sao Jodo
$03°15°20,0”
W 060°15° 33,17

Ramal do Caldeirdo
503°14° 37>
W 60°14° 37,6”

INPA, campus v8
503°05° 28,67
W 059°59’ 36,7

Viveiro de Urucu
S04°53°15.17
W 065° 13’ 31.5”

Inga edulis
(Inga)

Vignia
unguiculata
(Feijao Caupi)

Pueraria
phaseoloides
(Feijao Bravo)

Swartzia

polyphylla
(Arabd)

Cedrelinga
catenaeformis
(Cedrorana)

36
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Tabela 2 - Meio Mineral YMA

Componentes

Quantidade

Mannitol
K,HPO,
MgSQO,.7H,0

NaCl
Ext. Levedura
Agar

H,0O Destilada

10,0 g
054
0,2g

019
059
15049

1000 mL

2.2 Morfologia das Bactérias

A caracterizacdo morfologica das bactérias foi realizada observando-se as seguintes

caracteristicas, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 — Descri¢do utilizada para caracterizar morfologicamente bactérias conforme

Vincent (1979) e Martins et al. (1997).

Morfologia das Bactérias

Caracteristica

Forma da Col6nia

Borda

Tranparéncia

Aparéncia da Col6nia

Cor da col6nia

Aparéncia do muco

Elasticidade do muco

Circular
Irregular
Regular
Irregular
Sim
Néo
Homogénea
Heterogénea
Branca
Amarela
Homogéneo
Heterogéneo
Com

Sem
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2.3 Teste de degradacdo de petroleo por isolados de rizobios, utilizando
fontes de carbono distintas

Para avaliar a capacidade de degradacdo de petroleo e seus derivados e o
crescimento bacteriano, foram testados 120 isolados de rizdbios, através do método de
riscagem proposto por Oliveira e Magalhdes (1999) modificado, realizado em placas de
Petri contendo meio de cultura YMA, onde foi utilizado 0,1 mL de petréleo como fonte de
carbono ao invés de manitol. Como controle usou-se 0 manitol ao invés do petréleo. Esse
teste foi realizado em quadriplicata. As avaliagdes foram feitas a cada trés dias, no periodo
de 15 dias, no qual as bactérias foram mantidas em laboratorio a uma temperatura de 23 —
28 °C. De acordo com o desenvolvimento das colonias nas quatro zonas da placa (Figura
1), foram dados valores para o crescimento para cada isolado variando de 1 (sem
crescimento visivel na placa) a 4 (maximo crescimento em todas as zonas), segundo escala
em faixa apresentada na Figura 2. Com base no crescimento em placas de Petri, os isolados
foram classificados como pouco, moderado ou elevado (Tabela 4). Para fins de selecéo,

foram escolhidos os isolados que apresentaram nota minima de 3,06 ao sexto dia de teste.

Fonte: Oliveira e Magalhées (1999)
Figura 1: llustracdo do Metodo de riscagem para avaliagdo do crescimento
de bactérias.
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1.0 1.25 1.5

2.0 3.0 4.0

Fonte: Oliveira e Magalhaes (1999)
Figura 2: Valores para crescimento de bactérias.

Tabela 4 — Faixa de pontuacéo para avaliagdo do crescimento bacteriano utilizando o meio
YMA com manitol e YMA s/ manitol e com petréleo.

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

Fonte: Oliveira e Magalhées (1999)

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

2.4.1 Preparo de micro-organismos para a realizacao do teste
Esse teste foi realizado através da transferéncia de 2 mL de suspensdo bacteriana
contida em placa de petri (Figura 4) para erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio

YM liquido, onde ficou em mesa agitadora a 75 rpm a 30 °C por 48 horas e ap0s o



40

crescimento, houve a contagem de célula em cadmara de Newbauer para padronizacéo das
bactérias a 10°.

2.4.2 Montagem e avaliacdo do teste

Ap0s a padronizacgdo, o ensaio foi realizado em placas de acrilico (Tipo ELISA)
com 96 pogos, previamente, tratados sob luz ultravioleta (UV) por 30 minutos, contendo
125 puL de meio Mineral INPA (sem fonte de carbono), 100 uL do DCPIC, 5 pL de
petrdleo (retirado da Base de Operacbes Gedlogo Pedro de Moura BOPM, localizada as
margens do rio Urucu, no Municipio de Coari, Amazonas), 5 uL de manitol ¢ 15uL de
indculo padronizado.

O experimento teve quatro tratamentos testes e quatro controles:

e A, B, Ce D - Quadriplicata contendo Meio Mineral INPA (125 uL), indicador
DCPIP (100 pL), petroleo de (5 pL) e 15 pL de indculo padronizado a 10° UFC de
isolados de rizobio/mL;

e E - Controle negativo (abiotico) contendo 125 pL meio mineral INPA, segundo
Moura (2012), indicador DCPIP (100 pL) e petroleo (5 uL);

e F - Controle negativo (abidtico) contendo meio mineral INPA (125 puL) e petroleo
(5 puL);

e G e H - Controle bidtico (sem petréleo) contendo meio mineral INPA (125 pL),
indicador DCPIP (100 pL), manitol (5 uL) e 15 pL de indculo padronizado a 10°
UFC de isolados de rizbio/mL;

As placas de acrilico foram incubadas a 30°C e a cada 24 horas por um periodo de
seis dias foi observado o desaparecimento da coloracdo azul do indicador DCPIP (forma
oxidada) para a incolor (forma reduzida). A leitura positiva foi dada com a atribuigédo de
notas apos estes tempos, pela descoloracdo do DCPIP, onde:

Nota 1 — Coloracgdo Total

Nota 2 — Inicio da Descoloracéo
Nota 3 — Descoloracéo Parcial
Nota4 — Descoloracdo Quase Total

Nota 5 — Descoloragdo Total.
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Figura 4 — Esquema ilustrativo do teste de biodegradabilidade utilizando o Indicador

redox DCPIP
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2.5 Anélise estatistica
Para as analises feitas para o teste de degradacdo de petroleo em meio solido foi
utilizado o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
As notas atribuidas foram mensuradas (variaveis qualitativas), de acordo com a
descoloragdo do DCPIP, sendo realizada por meio da analise da correspondéncia multipla e
andlise de agrupamento, classificacdo hierarquica direta, onde foram agrupados os rizébios

conforme as classificacdes morfoldgicas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfologias dos Rizdbios

A simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de N, atmosférico é
amplamente aceita como alternativa a fertilizacdo quimica. Bactérias do grupo dos rizobios
tém a capacidade de formar nddulos em raizes e caules de leguminosas e possui papel
importante na agricultura sustentavel. Devido a importancia ecologica e econémica dos
rizobios, a diversidade dessas bactérias tem sido investigada extensivamente e a taxonomia
rizobiana vem sofrendo mudancas significativas nas ultimas trés décadas (LIU et al.,
2005).

Os 120 rizobios apo6s serem purificados, foram submetidos a analise morfoldgica
(tabela 5), na qual exibiram as seguintes caracteristicas: Forma da col6nia (20 circulares e
100 irregulares), Borda (75 regulares e 44 irregulares), Transparéncia (24 sim e 96 néo),
Aparéncia da Col6nia (20 heterogéneas e 100 homogéneas), Cor da Col6nia (7 amarelas e
113 brancas), Aparéncia do muco (20 heterogéneas e 90 homogéneas) e Elasticidade do

Muco (39 com e 81 sem).

Tabela 5 — Morfologia de Estirpes de Rizdbios

Isolados Forma da Borda Transp.™ Aparéncia Cor Aparéncia Elasticidade
da
col6nia da coldnia coldnia do muco do muco
INPAR546 Circular Regular N3o Homog® Branca Homog Sem
INPA R547 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R548 Irregular Regular N3o Heterog ©® Branca Heterog Sem
INPA R549 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R550 Irregular Irregular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPAR551 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R552 Circular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R553  Circular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R554 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R555 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R556 Irregular Irregular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPA R557 Circular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R558 Irregular Regular Nao Homog Amarela Homog Sem
INPA R559 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R560 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R561 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R562 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R563 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem

INPA R564 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
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Isolados Forma da Borda Transp.™ Aparéncia Cor Aparéncia Elasticidade
da
colonia da coldnia colonia do muco do muco
INPA R565 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R566 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R567 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R568 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Com
INPA R569 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R588 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR571 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR572 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR573 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R574 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR575 Irregular Irregular Sim Heterog Amarela Heterog Sem
INPA R576 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR577 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R578 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR579 Irregular Irregular Ndo Heterog Branca Heterog Com
INPA R580 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R581 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPA R582 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R583 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPA R584 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R585 Irregular Irregular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R586 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R587 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R588 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R589 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R590 Irregular Regular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPAR591 Circular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R592 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R593 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R594 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R596 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R598 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R600 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R602 Irregular Irregular Sim Homog Amarela Homog Sem
INPA R603 Irregular Regular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPA R604 Irregular Regular Nao Homog Amarela Homog Com
INPA R605 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R606 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R607 Irregular Irregular Sim Homog Branca Homog Com
INPA R610 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR611 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR612 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR613 Irregular Irregular Nao Heterog Branca Heterog Sem
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Isolados Forma da Borda Transp.™ Aparéncia Cor Aparéncia Elasticidade
da
colonia da coldnia colonia do muco do muco
INPAR614 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R615 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR616 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR617 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR618 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R619 Irregular Irregular Sim Heterog Branca Heterog Com
INPA R620 Irregular Irregular Sim Homog Branca Homog Com
INPA R621 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR622 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR623 Circular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R624 Irregular Irregular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R625 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR626 Irregular Irregular Sim Heterog Branca Heterog Com
INPA R627 Circular Irregular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R628 Irregular Irregular Ndo Homog Amarela Homog Sem
INPA R629 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPAR630 Irregular Irregular Sim Heterog Branca Heterog Sem
INPAR631 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR632 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPA R633 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR634 Irregular Irregular Sim Heterog Branca Heterog Sem
INPA R635 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR636 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPA R637 Irregular Irregular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPAR639 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R640 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R642 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Sem
INPA R643 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R644 Irregular Irregular Sim Heterog Branca Heterog Sem
INPA R645 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R646 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R647 Irregular Regular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPA R648 Irregular Regular Ndo Homog Branca Homog Com
INPA R649 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R650 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R651 Irregular Regular Nao Heterog Branca Heterog Sem
INPA R652 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R653 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R654 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Com
INPA R655 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R656 Irregular Irregular Nao Heterog Branca Heterog Com
INPA R657 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R659 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem



46

Isolados Forma da Borda Transp.™ Aparéncia Cor Aparéncia Elasticidade
da
colonia da coldnia colonia do muco do muco
INPA R660 Irregular Irregular Nao Homog Amarela Homog Sem
INPA R661 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR662 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R663 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R664 Irregular Regular Nao Heterog Amarela Heterog Sem
INPA R665 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R666 Irregular Regular Sim Heterog Branca Heterog Sem
INPA R667 Irregular Irregular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R668 Irregular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPAR669 Circular Regular Sim Homog Branca Homog Sem
INPAR672 Circular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPA R674 Irregular Irregular Sim Homog Branca Homog Sem
INPA R675 Irregular Irregular Ndo Heterog Branca Heterog Sem
INPA R676 Irregular Regular Nao Homog Branca Homog Sem
INPAR677 Irregular Irregular Ndo Heterog Branca Heterog Sem

Esses dados corroboram com os resultados de Medeiros et al. (2009) que obtiveram
um total de 304 isolados de rizobio, por meio de nddulos de espécies de Vignia
unguiculata (Feijdo Caupi), em que cerca de 80% dos isolados formaram col6nias em até
dois dias de crescimento. Estes autores também descreveram a morfologia das col6nias e
observaram maior variacdo entre 0s isolados para as caracteristicas de quantidade e
elasticidade do muco produzido, bem como para tamanho, embora a maior parte tenha
apresentado colénias de tamanho classificado como puntiforme. Santos et al. (2007), ao
isolarem um total de 433 de rizébios, de nédulos de espécies de Arachis, Stylosanthes e
Aeschynomene, também obtiveram resultados satisfatérios quando observaram que 90%
dos isolados cresceram em dois dias. Em relacdo a morfologia, estes concluiram que existe
elevada diversidade morfoldgica da populacdo nativa de rizébio no semiarido do Rio
Grande do Norte.

A avaliacdo das caracteristicas culturais e morfoldgicas € o primeiro passo para a
identificacdo de novos grupos taxondmicos de micro-organismos e é muito Gtil em
laboratorios que ndo tém acesso a tecnologias mais caras, pois essas avaliagdes sdo de
baixo custo (JESUS et al., 2005).

3.2 Biodegradacéo de petrdleo em meio sélido
Em ambientes naturais, o carbono é o elemento que normalmente limita o

crescimento microbiano, sendo que 0s nutrientes inorganicos estdo presentes em
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quantidades que normalmente excedem as demandas das comunidades microbianas
(ALEXANDER, 1999).

A figura 5 e a tabela 6 monstram o crescimento de estirpes de rizobios com as fontes de
carbono manitol (M) e petréleo (P), nos cinco periodos avaliados (3, 6, 9, 12 e 15 dias),
testados com os 120 isolados. Alguns micro-organismos j& apresentavam notas 3,06 ou
acima desta apds 24 horas de incubacdo com a fonte de carbono petréleo (INPA R629,
INPA R634, INPA R656, INPA R664, INPA R667, INPA R672 e INPA R674). Outras
foram adquirindo essa nota (3,06) de crescimento ap6s alguns dias. A figura 5 comprova
esses dados, pois ao terceiro dia de crescimento o INPA R667 apresentou com a fonte de
carbono petroleo nota 3,87 e com manitol 3,43. Com isso, foram selecionadas 36 bactérias
(INPA R546, INPA R547, INPA R548, INPA R549, INPA R552, INPA R555, INPA
R557, INPA R560, INPA R564, INPA R565, INPA R566, INPA R568, INPA R569, INPA
R571, INPA R572, INPA R573, INPA R574, INPA R577, INPA R583, INPA R591, INPA
R598, INPA R614, INPA R618, INPA R629, INPA R631, INPA R634, INPA R656, INPA
R657, INPA R664, INPA R666, INPA R667, INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA
R676, INPA R677), que atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00), no sexto dia de
crescimento e foram utilizados em testes posteriores, demonstrando com isso, que essas
bactérias sdo potenciais degradadores de hidrocarbonetos. As demais, que nao foram
selecionadas, mas que apresentaram notas de crescimentos elevados e moderados apds o
sexto dia, podem ser utilizadas formando consércios em futuros testes de biodegradacao de
petréleo ou de suas fracdes, pois até o 15° dia apresentaram crescimento significativo tanto
com a fonte de carbono manitol, quanto com o petréleo. Comparando as médias gerais nas
linhas com relacdo a fonte de carbono, s6 ndo houve diferenca no periodo 9, pois
apresentaram resultados similares (M — 2,72 e P — 2,71) e nos outros periodos
apresentaram diferenca, com o petroleo mostrando médias melhores que o manitol
(Periodo 3 com M — 0,95 e P — 1,44/ Periodo 6 com M — 2,22 e P — 2,28/ Periodo 12 com
M — 2,95 e P — 3,19/ Periodo 15 com M — 3,10 e P — 3,31). Isso mostra que 0s isolados
utilizados se adaptaram a fonte de carbono petréleo, tornando-se necessario novos testes

para verificar o potencial de degradacdo de cada rizébio utilizado.



Figura 5 — Crescimento de bactérias em meio YMA com fontes de carbono distintas,
manitol (A) e petrdleo (B).
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Tabela 6 - Crescimento de Estirpes de Rizobios em meio sélido utilizando petroleo e manitol como fontes de carbono.

RIZOBIO 3" Dia 6" Dia 9" Dia 12" Dia 15" Dia
M P M P M P M P M P
INPA R546 1,06 e 137 e 325 b 306 b 343 b 368 a 368 a 368 a 3,68 a 381 a
INPA R547 1,00 e 0,75 f 318 b 318 b 3725 c 362 a 343 b 3,75 a 356 b 3,75 a
INPA R548 1,06 e 068 f 343 b 356 a 350 b 362 a 368 a 368 a 3,87 a 381l a
INPA R549 125 d 131 e 381 a 318 b 387 a 387 a 393 a 387 a 393 a 387 a
INPA R550 1,12 e 1,18 e 3,68 a 1,87 d 3,87 a 3,68 a 387 a 3,68 a 3,87 a 3,68 a
INPA R551 093 e 1,12 e 250 d 250 ¢ 3,12 c 318 b 331 b 318 b 331 b 331 b
INPA R552 062 f 025 g 312 ¢ 331 b 356 b 343 a 362 a 362 a 375 a 362 a
INPA R553 125 d 131 e 393 a 293 c 3,93 a 362 a 393 a 362 a 393 a 362 a
INPA R554 1,25 d 087 f 393 a 287 ¢ 4,00 a 375 a 4,00 a 375 a 4,00 a 3,75 a
INPA R555 1,06 e 1,06 f 381 a 318 b 381 a 356 a 393 a 356 a 393 a 362 a
INPA R556 018 g 106 f 1,00 g 1,06 e 1,00 f 1,18 d 1,00 f 1,18 e 1,00 e 1,62 d
INPA R557 193 ¢ 262 ¢ 225 d 337 b 218 e 337 a 225 d 350 a 2,43 ¢ 350 b
INPA R558 018 g 193 d 100 g 281 ¢ 1,00 f 287 b 150 e 300 b 1,87 d 368 a
INPA R559 031 g 043 g 206 e 137 d 387 a 225 ¢ 393 a 337 b 393 a 337 b
INPA R560 1,18 d 0,93 f 368 a 318 b 393 a 312 b 393 a 337 b 4,00 a 337 b
INPA R561 081 e 1,00 f 1,18 g 1,87 d 2,68 d 225 ¢ 362 a 318 b 368 a 343 b
INPA R562 062 f 025 g 118 g 1,18 e 2,06 e 237 ¢ 356 a 306 b 356 b 306 b
INPA R563 1,00 e 056 g 375 a 281 c 3,81 a 381 a 387 a 393 a 393 a 393 a
INPA R564 1,18 d 081 f 356 a 368 a 381 a 356 a 387 a 387 a 387 a 387 a
INPA R565 1,43 d 1,12 e 400 a 331 b 4,00 a 343 a 4,00 a 375 a 4,00 a 381 a
INPA R566 125 d 100 f 400 a 325 b 4,00 a 387 a 4,00 a 4,00 a 4,00 a 4,00 a
INPA R567 025 g 081 f 331 b 300 b 350 b 343 a 375 a 350 a 3,75 a 356 b
INPA R568 1,06 e 112 e 356 a 306 b 393 a 343 a 393 a 375 a 393 a 3,75 a
INPA R569 112 e 131 e 381 a 331 b 4,00 a 350 a 4,00 a 393 a 4,00 a 393 a
INPA R588 062 f 150 d 1,75 f 268 ¢ 2,31 e 318 b 325 b 350 a 325 b 387 a
INPA R571 106 e 1,18 e 287 c 337 b 337 c 356 a 356 a 381 a 368 a 387 a
INPA R572 087 e 1,06 f 231 d 343 b 312 c 368 a 368 a 381 a 368 a 387 a
INPA R573 1,06 e 112 e 231 d 337 b 331 c 387 a 387 a 387 a 387 a 393 a
INPA R574 068 f 156 d 218 e 356 a 3,00 c 368 a 375 a 381 a 3,75 a 387 a
INPA R575 012 g 068 f 212 e 268 ¢ 3,18 c 368 a 331 b 375 a 343 b 381 a
INPA R576 081 e 131 e 300 ¢ 225 ¢ 3,93 a 362 a 393 a 375 a 4,00 a 3,75 a
INPA R577 262 b 287 ¢ 287 ¢ 312 b 337 c 312 b 356 a 337 b 362 a 368 a
INPA R578 043 f 231 ¢ 250 d 256 ¢ 3,62 b 28L b 381 a 387 a 387 a 387 a
INPA R579 093 e 125 e 106 g 150 d 1,31 f 200 ¢ 150 e 331 b 1,81 d 337 b
INPA R580 087 e 143 d 100 g 1,62 d 1,12 f 200 ¢ 1,31 f 300 b 1,43 e 306 b
INPA R581 056 f 143 d 100 g 1,87 d 1,06 f 237 ¢ 1,18 f 268 cC 1,81 d 312 b
INPA R582 068 f 125 e 100 g 125 e 1,43 f 1,75 d 2,00 d 312 b 268 b 356 b
INPA R583 043 f 150 d 081 g 362 a 1,06 f 362 a 1,06 f 362 a 1,31 e 362 a
INPA R584 018 g 150 d 068 g 218 ¢ 0,81 g 237 c 1,00 f 306 b 1,00 e 375 a
INPA R585 162 d 162 d 200 e 1,75 d 2,25 e 231 ¢ 275 ¢ 300 b 312 b 331 b
INPA R586 050 f 1,18 e 193 e 218 ¢ 3,56 b 350 a 356 a 362 a 356 b 381 a
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- 3" Dia 6~ Dia 9" Dia 12" Dia 15" Dia
RIZOBIO M P M P M P M P M P
INPA R587 1,00 e 087 F 100 g 225 c¢ 125 f 306 b 1,68 e 343 b 1,75 d 362 a
INPA R588 050 f 1,18 E 112 g 225 c 206 e 250 c 300 ¢ 318 b 325 b 343 b
INPA R589 1,00 e 187 d 106 g 231 c¢ 112 f 250 ¢ 1,25 f 350 a 1,56 d 350 b
INPA R590 137 d 112 e 25 d 143 d 337 c 218 ¢ 343 b 243 ¢ 387 a 243 ¢
INPA R591 337 a 262 d 331 b 312 b 331 c 356 a 331 b 362 a 331 b 375 a
INPA R592 081 e 112 e 106 g 125 e 106 f 143 d 1,06 f 262 ¢ 125 e 2,75 ¢
INPA R593 125 d 1,18 e 15 f 156 d 212 e 131 d 350 b 225 ¢ 356 b 2,25 d
INPA R594 087 e 131 e 175 f 137 d 256 d 150 d 281 c 1,87 d 306 b 212 d
INPA R596 143 d 112 e 243 d 218 c 3,00 c 29 b 293 ¢ 306 b 312 b 325 b
INPA R598 118 d 162 d 15 f 362 a 331 c 362 a 337 b 400 a 350 b 400 a
INPA R600 062 f 175 d 143 f 237 ¢ 193 e 250 c 225 d 306 b 243 ¢ 306 b
INPA R602 093 e 112 e 187 e 225 c 275 d 356 a 287 ¢ 368 a 337 b 387 a
INPA R603 075 e 106 f 150 f 1,31 d 200 e 131 d 306 ¢ 131 e 343 b 1,37 d
INPA R604 037 g 100 f 125 g 118 e 243 d 143 d 318 b 2,06 d 325 b 300 b
INPA R605 112 e 112 e 181 e 125 e 268 d 150 d 331 b 306 b 356 b 331 b
INPA R606 062 f 106 f 162 f 137 d 312 c 168 d 337 b 268 c 387 a 275 c
INPA R607 081 e 1,00 f 212 e 125 e 281 d 187 ¢ 343 b 306 b 343 b 343 b
INPA R610 1,00 e 081 f 1,37 f 118 e 200 e 125 d 275 ¢ 1,87 d 350 b 1,81 d
INPA R611 1,00 e 100 f 200 e 118 e 350 b 175 d 381 a 293 b 387 a 306 b
INPA R612 1,06 e 087 f 268 d 131 d 331 c 131 d 331 b 2,06 d 350 b 2,18 d
INPA R613 125 d 100 f 262 d 162 d 293 d 250 ¢ 343 b 262 ¢ 343 b 2,68 ¢
INPA R614 056 f 1,00 f 181 e 1,87 d 206 e 187 ¢ 325 b 337 b 331 b 337 b
INPA R615 1,00 e 1,18 e 15 f 1,18 e 287 d 118 d 343 b 212 ¢ 356 b 2,75 ¢
INPA R616 131 d 100 f 362 a 137 d 387 a 143 d 387 a 237 ¢ 4,00 a 268 c
INPA R617 081 e 112 e 287 c¢ 218 C 350 b 362 a 350 b 325 b 362 a 331 b
INPA R618 375 a 306 b 375 a 356 a 4,00 a 368 a 400 a 400 a 4,00 a 400 a
INPA R619 1,00 e 150 d 125 g 193 d 1,87 e 193 ¢ 281 c 1,93 d 362 a 1,93 d
INPA R620 081 e 1,00 f 306 ¢ 25 c 381 a 268 b 387 a 350 a 387 a 350 b
INPA R621 025 g 1,00 f 306 ¢ 268 c 381 a 268 b 393 a 343 b 4,00 a 350 b
INPA R622 025 g 1,37 e 250 d 237 c¢ 393 a 318 b 393 a 387 a 393 a 387 a
INPA R623 212 ¢ 225 c¢ 25 d 243 c 281 d 293 b 306 ¢ 356 a 331 b 368 a
INPA R624 093 e 143 d 175 f 262 c 262 d 275 b 306 c 356 a 306 b 356 b
INPA R625 243 b 231 ¢ 300 c¢c 256 c 312 c 300 b 331 b 350 a 343 b 368 a
INPA R626 187 ¢ 237 ¢ 243 d 293 ¢ 4,00 a 381 a 4,00 a 387 a 4,00 a 3,87 a
INPA R627 025 g 1,00 f 175 f 250 ¢ 312 c 337 a 325 b 368 a 337 b 368 a
INPA R628 018 g 1,18 e 262 d 231 c¢ 393 a 318 b 400 a 400 a 400 a 400 a
INPA R629 281 b 393 a 331 b 400 a 393 a 400 a 400 a 4,00 a 4,00 a 4,00 a
INPA R630 037 g 081 f 262 d 231 c 350 b 375 a 356 a 387 a 356 b 393 a
INPA R631 037 g 175 d 225 d 306 b 350 b 350 a 362 a 368 a 4,00 a 375 a
INPA R632 043 f 1,06 f 325 b 268 c 350 b 268 b 387 a 337 b 393 a 337 b
INPA R633 018 g 1,00 f 212 e 262 c 387 a 325 b 387 a 350 a 393 a 362 a




3" Dia 6" Dia 9" Dia 12" Dia 15" Dia

RZOBIO M P M P M P M P M P
INPA R634 000 g 35 b 325 b 400 a 387 a 400 a 393 a 400 a 393 a 400 a
INPA R635 225 ¢ 112 e 293 ¢ 150 d 393 a 15 d 393 a 325 b 393 a 343 b
INPA R636 012 g 100 f 268 d 250 c 368 b 375 a 368 a 38 a 38 a 38 a
INPA R637 262 b 25 ¢ 28 ¢ 268 c 2093 d 28 b 312 ¢ 293 b 325 b 300 b
INPA R639 006 g 08l f 006 h 100 e 050 h 125 d 062 f 187 d 1,18 e 287 ¢
INPA R640 018 g 012 g 087 g 031 f 087 g 075 d 100 f 18 d 100 e 262 ¢
INPA R642 075 e 081 f 08 g 131 d 087 g 131 d 106 f 375 a 118 e 375 a
INPA R643 1,81 ¢ 1,00 f 293 ¢ 118 e 3,37 c 118 d 350 b 131 e 362 a 200 d
INPA R644 062 f 05 g 08 g 050 f 1,06 f 225 ¢ 106 f 300 b 112 e 312 b
INPA R645 025 g 081 f 08 g 087 e 100 f 143 d 106 f 306 b 106 e 331 b
INPA R646 025 g 100 f 093 g 143 d 0093 f 20 ¢ 100 f 237 ¢ 100 e 306 b
INPA R647 062 f 112 e 143 f 093 e 206 e 337 a 28 ¢ 375 a 325 b 375 a
INPA R648 037 g 131 e 075 g 137 d 075 g 137 d 08 f 25 ¢ 08 e 28 ¢
INPA R649 025 g 100 f 025 h 100 e 1,00 f 100 d 100 f 193 d 100 e 218 d
INPA R650 012 g 106 f 068 g 106 e 068 g 106 d 100 f 137 e 1,00 e 225 d
INPA R651 1,00 e 012 g 150 f 025 f 206 e 193 ¢ 218 d 268 ¢ 306 b 293 ¢
INPA R652 050 f 125 e 100 g 150 d 1,00 f 237 ¢ 100 f 28 b 193 d 306 b
INPA R653 068 f 218 ¢ 100 g 231 c 106 f 300 b 106 f 331 b 118 e 3,62 a
INPA R654 031 g 1,00 f 031 h 1,00 e 1,00 f 106 d 100 f 18 d 100 e 206 d
INPA R655 068 f 106 f 212 e 112 e 318 c 15 d 337 b 275 ¢ 337 b 293 ¢
INPA R656 1,00 e 331 b 362 a 393 a 3,68 b 400 a 38 a 400 a 393 a 400 a
INPA R657 268 b 25 ¢ 325 b 318 b 350 b 318 b 375 a 331 b 38 a 331 b
INPA R659 018 g 08l f 106 g 087 e 112 f 131 d 131 f 225 ¢ 15 d 250 ¢
INPA R660 062 f 1,06 f 137 f 1,06 e 150 f 218 ¢ 150 e 293 b 193 d 387 a
INPA R661 031 g 08 f 043 h 1,75 d 075 g 212 ¢ 075 f 331 b 106 e 350 b
INPA R662 050 f 093 f 193 e 125 e 275 d 18 ¢ 343 b 325 b 375 a 350 b
INPA R663 050 f 08 f 118 g 106 e 137 f 137 d 1,75 e 306 b 175 d 337 b
INPA R664 1,12 e 387 a 331 b 400 a 3,75 a 400 a 375 a 400 a 375 a 400 a
INPA R665 031 g 125 e 156 f 162 d 156 e 175 d 162 e 175 d 306 b 187 d
INPA R666 150 d 225 ¢ 306 c 337 b 306 c 35 a 306 c 362 a 306 b 368 a
INPA R667 343 a 400 a 368 a 400 a 375 a 400 a 38 a 400 a 38 a 400 a
INPA R668 1,00 e 250 ¢ 38 a 293 c 381 a 331 b 38 a 343 b 387 a 35 b
INPA R669 1,00 e 1,00 f 006 h 131 d 012 h 15 d 043 f 168 d 062 e 200 d
INPA R672 1,00 e 35 b 38 a 38 a 381 a 393 a 400 a 393 a 400 a 393 a
INPA R674 1,00 e 343 b 331 b 35 b 3,37 c 35 a 35 b 375 a 35 b 375 a
INPA R675 1,00 e 331 b 318 b 35 b 343 b 362 a 350 b 362 a 35 b 35 b
INPA R676 1,00 e 331 b 312 ¢ 368 a 312 c 38 a 312 ¢ 393 a 318 b 393 a
INPA R677 1,00 e 312 b 368 a 337 b 368 b 35 a 375 a 35 a 38 a 350 b
MEDIAS 095 B 144 A 222 B 228 A 272 A 271 A 295 B 319 A 310 B 335 A

OBS: Crescimento em meio YMA com as seguintes fontes de carbono: M — Manitol (Controle); P — Petréleo.
Médias de tratamentos (isolados) seguidas da mesma letra (mindscula entre os tratamentos na coluna) e (maidscula nas médias gerais no final da
tabela, entre as fontes de carbono em cada periodo), nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Com o intuito de demonstrar o potencial dos Rizdbios na biorremediacdo, varios
trabalhos vem sendo realizados utilizando diferentes fracGes do petréleo. Excelentes
resultados com o género Rhizobium na degradacdo de compostos fendlicos, utilizados
como fonte de carbono, foram descritos por Wei et al. (2008). Estes verificaram que a
estirpe analizada (CCNWTB701) tinha uma excelente capacidade para degradar fenol; no
entanto, o crescimento da biomassa foi significativamente inibida em concentragdes
elevadas deste composto. Outras estirpes de rizobio isoladas de solos contaminados com
petrdleo, na Tailandia, demosntraram potencial para degradacdo de acenaftileno, 600 mg /
litro dentro de trés dias (POONTHRIGPUN et al. 2006). Yang; Lee (2008) testaram
consorcios de varias linhagens de riozdbios na tentativa de degradar 4-clorofenol. Apds
realizarem Vvarios testes com diferentes concentracGes do composto, que variou entre 50
mg/ litro a 270 mg/ litro, entretanto estes afirmaram que quanto maior for a concentracdo
do 4-clorofenol menor sera a biomassa das coldnias de consorcios. Xiong et al. (2011)
realizaram varios testes para mensurar os efeitos da temperatura sobre a degradagdo de
petréleo por comunidades microbianas. Eles descreveram que, apesar da capacidade de
degradacéo dos rizobios em diferentes temperaturas, a composic¢do da comunidade foi mais
diversificada sob as condi¢des de 10 °C do que de 25 °C (concentracdo total de bactérias
em 10 °C foi de 6,2 x 10° UFC / mL e que, sob as condiges de 25 °C foi de 4 x 10® UFC /
mL.), sugerindo que a temperatura tinha um forte impacto na composicdo das comunidades
microbianas do solo.

Ahmad et al. (1997), por meio de andlises com marcadores moleculares RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), isolaram e caracterizaram varias linhagens
de Rhizobium meliloti em &reas contaminadas com hidrocarbonetos aromaéticos e
cloroaromaticos. Esta contaminacdo foi devido a atividade industrial e ao derramamento
por um periodo de aproximadamente 15 anos. Estes realizaram os primeiros registros de
isolados de Rhizobium meliloti com potencial para degradacéo de hidrocarbonetos.

A figura 6 mostra o crescimento de rizobios, ap6ds 15 dias de incubacdo com duas
fontes de carbono distintas. Em 6A, as bactérias utilizaram a fonte de carbono manitol para
crescimento e em 6B, a fonte de carbono petroleo. Uma vez que o manitol é a fonte de
carbono utilizada normalmente para o crescimento de rizébios em laboratério e o petroleo
foi uma fonte teste utilizada, nota-se que apesar de ndo haver diferenca com relacdo ao
crescimento elevado (68% A, correspondendo a 81 isolados de rizobios e 69% B, a 83
isolados), no moderado (11% A, correspondendo a 13 isolados e 23% B a 27 isolados ) e

crescimento pouco (21% A, correspondendo a 26 isolados e 8% B, a 10 isolados). Esses



valores apontam uma boa adaptacdo e crescimento satisfatorio dos rizobio quando

utilizado a fonte de carbono petréleo.

Crescimento de bactériacom A
manitol

26(21%)

Crescimento de bactérias B
com Petrdleo

10(8%)
|

81(68%)

13(11%)

83(69%)

m Elevado m Moderado Pouco m Elevada m Moderada Pouca

Figura 6 — Percentual de rizobios com relacdo a taxa de crescimento usando manitol ou
petréleo como fontes de carbono.

A tendéncia de crescimento dos dados da Figura 7, obtidos segundo metodologia de
Oliveira e Magalhdes (1999), confirmam os resultados exibidos na Figura 6, onde o
crescimento de rizébios utilizando as duas fontes de carbono (petrleo e manitol),
mostraram diferengas com relacdo aos tempos de crescimento e isso sugere que cada um
possui um tempo de adaptacdo as condi¢cdes impostas como fonte de carbono no meio.
Nota-se que 0s micro-organismos tratados com petréleo apresentaram um crescimento

melhor e maior do que aqueles tratados com manitol.
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Obs.: Notas do crescimento dos rizébios segundo Oliveira e Magalhées (1999).

Figura 7 — Crescimento de riz6bios com manitol e petréleo.
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3.3 Avaliacdo da capacidade de biodegradacéo utilizando o Indicador
Redox DCPIP.

A Figura 8 mostra dados utilizando bactérias (rizobios) padronizadas para UFC X
10°/uL e expde a capacidade de rizobios em utilizar hidrocarbonetos como substrato
utilizando o indicador redox diclorofenol indofenol (DCPIP), observando a mudanca de
cor do azul (oxidado) para incolor (reduzido). As placas de Eliza com as letras de A a E
significam diferentes isolados utilizados, como A1(INPA R546, INPA R547, INPA R548,
INPA R549, INPA R552, INPA R555, INPA R560, INPA R564, INPA R565, INPA R566,
INPA R568 e INPA R569), BL(INPA R571, INPA R572, INPA R573 e INPA R574),
C1(INPA R583, INPA R629, INPA R667, INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA
R676 e INPA R677), D1(INPA R557, INPA R577, INPA R598, INPA R614, INPA R631
e INPA R666) e EL(INPA R591, INPA R614, INPA R618, INPA R634, INPA R656,
INPA R657 e INPA R664). As placas Al, B1, C1, D1 e E1 estéo dispostas com 24 horas
de teste e as placas A2, B2, C2, D2 e E2 com 144 horas. Ocorreu uma descoloragédo quase
total na placa A2, nas fracdes A3, B3,C3, D3, A4,B4,C4, D4, A5B5C5, D5 e
descoloracdo parcial nas fragcbes A9,B9,C9, D9, A10,B10,C10, D10, A11,B11,C11, D11,
com a fonte de carbono petroleo. Com a fonte de carbono manitol da mesma placa, houve
descoloracéo total nas fracbes G2 e H2, descoloracdo quase total nas fragcbes G3,H3,G4,
H4, G5, H5, G7 e H7. Na plca B2 com 144 horas de observacdo s6 houve o inicio da
descoloracdo. Com relacdo a placa C2 com a fonte de carbono petréoleo, atingiram
descoloracdo total as fracGes A4, B4, C4 e D4, A7, B7, C7 e D7, A8, B8, C8 e D8. Com
descoloracdo quase total A2, B2, C2 e D2, A3, B3, C3 e D3, A5, B5, C5 e D5, A6, B6, C6
e D6 e com descoloragéo parcial Al, B1, C1 e D1. Com o manitol com descoloragéo total
as fracdes G3e H3, G5 e H5, G7 e H7 e G8 e H8, com descoloracdo quase total 0 G2 e H2,
G4 e H4. Com a fonte de carbono petréleo da placa D2 houve descoloracdo total ocorreu
nas fragdes Al, B1, Cl e D1, A3, B3, C3 e D3, A4, B4, C4 e D4 e A5, B5, C5 e D5, com
descoloracdo quase total a A2, B2, C2 e D2 e A6, B6, C6 e D6. Com a fonte de carbono
manitol ocorreu descoloragdo total G3 eH3, G4 e H4, G5 e H5 e G6 e H6, com
descoloracdo quase total a G1 e H1 e com descoloracdo parcial a G2 e H2. Na placa E2
ocorreu descoloracgéo total nas fragdes A2, B2, C2 e D2, A6, B6, C6 e D6 e A7, B7,C7 e
D7, descoloragdo quase total nas A3, B3, C3 e D3, A4, B4,C4eD4e A5 B5 C5eD5e
com descoloracgéo parcial Al, B1, C1 e D1 e com a fonte de carbono manitol temos o G1 e
H1, G2 e H2, G7 e H7, com descoloracédo pacial o G6 e H6. Estes resultados indicam que

os isolados que apresentaram descoloracéo total, quase total e parcial do DCPIP, degradam
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hidrocarbonetos do petroleo, com potencial de aplicabilidade em biorremediacdo de areas
contaminadas, pois ao comparar a descoloracdo das duas fontes de carbono (petréleo e
manitol), no sexto dia os micro-organismos com a fonte de carbono petréleo alcangaram
indice maior de descoloracdo com relacdo ao manitol (confirmados nas tabelas 6 e 7). Os
demais micro-organismos que ndo foram citados continuaram com a coloragdo total ou

inicial, indicando baixos indices para degradar os compostos de petroleo.
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Figura 8 — Biodegradacédo de petréleo e manitol por rizobios padronizados utilizando o
indicador redox DCPIP.
As figuras 9 e 10 confirmam os dados da Figura 8, onde foi realizada uma

classificacdo hierarquica direta e estdo agrupados os rizobios conforme atribui¢do de notas
com relacdo a descoloracdo do DCPIP, que ficou da seguinte forma: 1(Coloracéo total), 2
(Inicio da descoloracdo), 3 (Descoloracdo parcial), 4 (Descoloracdo quase total) e 5
(Descoloracéo total) e foram classificados em grupos, onde no grupo 1 estdo agrupados os

rizobios que obtiveram nota 5 com relagéo a descoloragdo do indicador, no grupo 2 aqueles
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com nota 4, no grupo 3 com nota 3, no grupo 4, os rizébios com notas 2 e no grupo 5,

aqueles com nota 1.
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Figura 9 — Representacdo do dendrograma de crescimento agrupando o0s rizobios,
conforme descoloragéo do DCPIP, utilizando o manitol como fonte de carbono.
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As Tabelas 7 e 8 apresentam a porcentagem da evolucdo do processo de descoloracdo do
indicador redox DCPIP, com o manitol ou petréleo como fontes de carbono. Com 24 horas
observou-se que somente 35,13% (manitol) e 56,76% (petréleo) dos isolados mantiveram a
coloracdo total, ou seja, ndo houve degradacédo das fontes de carbono, enquanto que com 0s
demais ocorreu degradacdo e alguns conseguiram atingir notas 5 (manitol) e 4 (manitol e
petroleo). Com 48 horas, o indice de descoloracdo dos valores 4 e 5 se apresentaram maior
com o manitol, mas com 96 horas esses indices aumentaram com a fonte de carbono
petréleo, demonstrando com isso 0 tempo que esses micro-organismos levam para se

adaptarem a fonte de carbono e degradar os hidrocarbonetos do petréleo.

Tabela 7 — Valores percentuais referentes ao processo de descoloracdo do DCPIP com
manitol como fonte de carbono de acordo com os tempos de avaliacdes.

Valores Percentagem nos periodos avaliados
Atribuidos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
1 35,13 21,62 24,32 13,51 8,11 8,11
2 29,73 35,13 37,84 29,73 29,73 29,73
3 16,22 18,92 10,81 16,22 16,22 10,81
4 10,81 16,22 8,11 16,22 16,22 18,92
5 8,11 8,11 18,92 24,32 29,73 32,43

Percentagem das
notas4e5 18,92 24,33 27,03 40,54 45,95 51,35

Tabela 8 — Valores percentuais referentes ao processo de descoloracdo do DCPIP com
petréleo como fonte de carbono de acordo com os tempos de avaliagdes.

Valores Percentagem nos periodos avaliados
Atribuidos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
1 56,76 51,35 43,24 27,03 8,11 8,11
2 24,32 24,32 13,51 16,22 24,32 18,92
3 10,81 10,81 24,32 5,40 10,81 13,51
4 8,11 5,40 10,81 40,54 32,43 32,43
5 0,00 8,11 8,11 10,81 21,62 27,03
Percentagem das 8,11 13,51 18,92 51,35 54,05 59,46

notas4e5
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A biodegradacdo de hidrocarbonetos € essencialmente uma reacdo de oxi-reducao,
onde o hidrocarboneto € oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de elétrons € reduzido
(REGINATTO et al., 2011). O indicador 2,6 diclorofenol-indofenol —-DCPIP (age como
aceptor de elétrons atuando no sentido de indicar o potencial das cepas bacterianas em
utilizar os hidrocarbonetos de petréleo como substrato por meio da alteracdo do meio da
forma oxidada (azul) para reduzida (incolor). Souza et al. (2010) avaliaram a
potencialidade de degradacdo da gasolina por bactérias, fungos filamentosos e leveduras
por meio do indicador DCPIP e de acordo com os resultados obtidos, 90% dos isolados
apresentaram potencial para degradar a gasolina. Da mesma maneira, Mariano et al. (2007)
utilizaram o Indicador redox (DCPIP), para verificar nos pogos de monitoramento SB3,
localizado no municipio de Santa Barbara do Oeste, Guarulhos — S&o Paulo, se os micro-
organismos presentes na dgua subterranea eram capazes de degradar 6leo diesel comercial
e intemperizado e com trés dias houve a descoloracédo total do DCPIP para ambos os 6leos
diesel testados.

Os resultados obtidos neste trabalho, por meio do indicador DCPIP, demonstraram
que apds 144 h, houve significativos percentuais de degradacdo do petroleo pelos micro-
organismos (Tabela 8). Tais valores corroboram com os resultados descritos por Fioravanti
et al.,, (2012) quando isolaram, selecionaram e identificaram micro-organismos em
sedimentos de manguezais contaminados. Estes, ap6s o cultivo em diferentes fontes de
carbono, isolaram um total de 306 micro-organismos dos quais 0 maior numero dos
isolados foram dos meios que tiveram petréleo como unica fonte de carbono (62%).
Resultados relevantes para degradacdo de petr6leo e seus derivados também vem sendo
demonstrados em outras espécies de micro-organismos, como os descritos por Miranda et
al. (2007) quando estudaram a biodegradacdo de 6leo diesel por leveduras isoladas no
estado de Pernambuco. Estes concluiram que os resultados obtidos para as leveduras
podem ser usados para elaborar um protocolo de biorremediacéo que envolve a otimizagao
dos parametros, tais como a bioestimulacdo e bioaumentacdo para a recuperacdo de areas
contaminadas por 6leo diesel, bem como por outras fontes de hidrocarbonetos do petréleo.

Lima (2010) obteve bons resultados com o teste de biodegradabilidade usando o
indicador DCPIP e mostrou que dos 106 micro-organismos isolados dos solos rizosféricos
de Vismia guianensis, Mucuna pruriens, Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola
coletados na Provincia Petrolifera de Urucu, 65 (61,32%) apresentaram potencial de
degradacéo do petroleo apds 5 dias (120 horas), sendo 25 bactérias, 27 fungos filamentosos

e 13 leveduras.
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A presenca de micro-organismos em areas contaminadas ¢ um indicativo positivo
de estudos promissores sobre biorremediacdo, pois estes possivelmente sdo capazes de
metabolizar as espécies quimicas existentes, fazendo com que aconteca uma diminuicao

dos agentes contaminantes do meio.
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4, CONCLUSOES

Dos 120 isolados de rizobios, 93 apresentaram capacidade de tolerar a presenca do
petroleo no meio, apresentando bom crescimento, quando submetidos por 15 dias na
presenca dessa substancia.

Desses 93 isolados, 36 apresentaram habilidade em utilizar o petréleo como fonte
de carbono, pois atingiram a nota de crescimento sugerida (3,06) com seis dias de
crescimento.

Os 36 rizébios foram submetidos ao teste do diclorofenol indofenol (DCPIP),
indicando que 59,46% apresentaram descoloracao quase total ou total, utilizando petroleo

como fonte de carbono, aos seis dias de avaliacdo do teste.
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CAPITULO II

Avaliacao do potencial de producao de biossurfactantes por
isolados de rizobios.
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Avaliacéo do Potencial de Producéo de Biossurfactantes por Isolados de Rizobios.

Palavras-chave: Biodegradacdo, Rizdbio, Biossurfactantes

Resumo

A biorremediacdo € um processo de tratamento que utiliza micro-organismos que
degradam e transformam compostos organicos, como o petrdleo. E importante testar
micro-organismos com capacidade para degradar ou que auxiliem na solubilizacdo do
petroleo como forma de minimizar os danos causados por derrames desse poluente.
Rizbbios sdo bactérias que possuem potencial uso como supridoras de nitrogénio as plantas
e ndo sdo patogénicas, podendo possuir aplicabilidade para serem utilizadas na limpeza de
areas contaminadas com compostos de petréleo, uma vez que ndo sao prejudiciais ao meio
ambiente e ao homem. Esse trabalho teve como objetivo testar a capacidade de isolados de
rizobios em degradar petréleo e tolueno, avaliando sua capacidade quanto a producao de
biossurfactantes. Foram selecionados e testados 15 rizébios que apresentaram habilidade
de biodegradar petréleo e tolueno quando usados como fontes de carbono. Na avaliagdo da
atividade de producéo de biossurfactantes, os valores do indice de emulsificagdo 4gua em
Oleo foram altos, demonstrando o potencial dos micro-organismos em produzir
biossurfactantes, apesar dos valores de baixo a médio adquiridos no indice de
emulsificacdo de 6leo em agua. Esses resultados demonstram que os rizébios podem
tornar-se uma alternativa viavel e segura para a biorremediacdo de solos contaminados

com esse produto muito utilizado na sustentabilidade econdmica global.
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1. INTRODUCAO

Atualmente existe uma enorme preocupagdo quanto ao uso sustentavel dos recursos
naturais. A enorme demanda pelo petroleo podera acarretar em sua escassez € a extracao e
producdo deste composto séo atividades de alto risco ambiental.

A poluigdo causada por hidrocarbonetos constitui séria preocupacdo ambiental e de
salide, merecendo maior investimento em tecnologias compativeis para sua remediacéo. Os
maiores problemas sédo os danos ambientais causados por derrames acidentais e descarga
de petroleo ou de residuos oleosos intencionalmente descartados (LAl et al., 2009).

A biorremediacdo € um processo de tratamento que utiliza micro-organismos que
degradam e transformam compostos organicos, como 0 petrdleo, existentes nos solos
contaminados, aquiferos, lodos e residuos sélidos, em compostos menos complexos e
geralmente mais facilmente degradaveis (WETLER-TONINI et al., 2010). A capacidade
dos micro-organismos de degradar compostos organicos € cientificamente reconhecida e
vem sendo utilizada ao longo do tempo em processos de tratamento biolégico. Neste
contexto, bactérias aerobicas e anaerdbicas vem sendo utilizadas com sucesso em diversas
técnicas, como atenuacdo natural, bioaumentacdo, bioestimulacdo, producdo de
biossurfactantes, entre outras.

Biosurfactantes sdo metabdlitos produzidos por uma grande variedade de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos e pode aumentar a disponibilidade dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) a estes micro-organismos degradadores, auxiliando na
solubilizacdo do poluente, além de apresentarem vantagens, como baixa toxicidade,
natureza biodegradavel e eficacia em amplas variacbes de temperatura, pH e salinidade
(TABATABAEE et al., 2005; MANIASSO et al., 2001).

Rizdbios sdo bactérias que possuem potencial uso como supridoras de nitrogénio as
plantas (SPRENT, 2001). Além da capacidade de fixar nitrogénio, algumas estirpes sao
capazes de solubilizar fosfatos pouco soltveis do solo, e disponibilizam o fésforo tanto
para si como para a planta hospedeira, promovendo o crescimento das mesmas (HARA,
OLIVEIRA, 2005).

Além dessas caracteristicas apresentadas, essas bactérias ndo sdo patogénicas,
podendo possuir aplicabilidade para serem utilizadas na limpeza de areas contaminadas
com compostos de petroleo, uma vez que ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente e ao
homem.

Diante disso, torna-se fundamental testar micro-organismos com capacidade para

degradar ou que auxiliem na solubiliza¢éo do petroleo como forma de minimizar os danos
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causados por derrames desse poluente. Portanto, esse trabalho teve como objetivo testar a
capacidade de isolados de rizébios quanto a producdo de biossurfactantes, baseando-se na

reducdo da tensdo superficial e aumento da atividade emulsificante.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecéo de rizobios
Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de
Micro-organismos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Para a
realizacdo dos testes inseridos nesse trabalho, foram selecionados 36 rizébios (Tabela 1),
de um total de 120 isolados apresentados e testados no capitulo 1, onde se avaliou 0
crescimento dessas bactérias utilizando petréleo como fonte de carbono em meio liquido
(YM).

Tabela 1 — Rizobios selecionados e utilizados nos testes de biodegradabilidade e
producéo de biossurfactantes.

Rizébio Local (L) da coleta Planta
INPA R546, INPA R548, Ramal do Caldeirdo, Terra firme, km 3 Pueraria
INPA R555, INPA R557. phaseoloides

(Feijéo Bravo)

INPA R560, INPA R568, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria
INPA R571, INPA-R573, phaseoloides
INPA-R574, (Feijdo Bravo)
INPA-R598 Estrada de terra para Jandira; Beira do Rio Inga edulis
Solimdes, Varzea (Ingd)
INPA-R631 Jandira, propriedade S&o Jodo Vignia
unguiculata
(Feijédo Caupi)
INPA-R667, INPA-R672, Viveiro de Urucu Cedrelinga
INPA-R674, INPA-RG77. catenaeformis
(Cedrorana)

2.2. Teste qualitativo do colapso da gota de 6leo

Neste teste, foram utilizados quinze isolados de rizébios selecionados em testes
anteriores, onde foram avaliados o potencial das cepas identificadas para produzir
biossurfactantes mediante o teste qualitativo do colapso da gota segundo Bodour e Miller-
Maier (1998), que consistiu da adicdo de 1 pL de suspensdo microbiana padronizada a 10°
UFC.mL™, dispostas separadamente em placas de multipogos previamente preenchidos
com 2,0 mL de meio nutricional YMA liquido e 1 (uma) gota de petréleo. Apds 1 minuto

de reacdo, o resultado foi determinado visualmente. Quando houve o colapso da gota de
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petroleo, formacgdo de microemulses, o resultado foi considerado positivo, avaliadas pela
comparagdo com 0s pogos em que foi inoculado 1 pL de agua destilada estéril utilizada
como controle negativo. O mesmo teste foi repetido substituindo o meio YMA pelo meio
mineral INPA.

2.3. Producao de biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto €, diminuem a tenséo superficial e possuem alta capacidade emulsificante
e consistem em subprodutos metabolicos de bactérias, fungos e leveduras (NITSCHKE,
PASTORE, 2002).

Para a realizacdo desse teste foram cultivados quinze isolados bacterianos em 100
mL de meio mineral YMA liquido e meio mineral INPA, acrescido de 0,1 mL de petr6leo
de Urucu em erlenmeyers de 250 mL. Foram utilizados como controles, frascos contendo
0S mesmos meios com o petroleo, porém sem bactérias. Os frascos ficaram incubados a 30°
C em agitador rotatério a 65 rpm para conferir aeracdo adequada, por um periodo de nove
dias. Foi medido o pH inicial e final de cada amostra para verificar se houve interferéncia

neste pardmetro quimico.

2.4. Avaliagéo da atividade de emulsificagéo
Para a realizacdo desse experimento foi utilizada a suspensao de rizébios nos meio

mineral SYM (sais do meio YMA — VINCENT, 1970; SOMASEGARAN; HOBEN, 1985)
e INPA, acrescidos de petréleo ou tolueno. Para cada 3,5 mL da suspensdo de bactérias,
foram adicionados 3,5 mL de tolueno (experimento 1) e petréleo de urucu (experimento 2)
em tubos de ensaio que foram agitado durante 2 minutos em vortex e deixados por 48
horas em repouso. Apos esse tempo, foram efetuadas medidas da altura da camada de
emulsdo (CE), 4gua em 6leo e da Altura Total (AT) dos liquidos no tubo (Figura 1) e foi
expressa em cm. O indice de emulsificacdo foi obtido através da formula: IE(%) =
(CE/AT)*100, descrita por Cooper; Goldenberg (1987). A atividade de emulsificagdo 6leo
em agua foi medida pela densidade 6ptica em espectrofotdbmetro com medida de 610 nm de
absorbancia, que foi medida em unidade (JOHNSON et al.,1992). A qualificacdo da
atividade emulsificante foi feita de acordo com a convengédo adotada por MATSUURA
(2004, apud MOURA, 2012), Tabela 2.
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Apo6s 48h em repouso,
leitura do indice
de emulsificagcao

3,5 mL de suspenséao
bacteriano com 3,5 mU
de Toluno

Leitura da altura

da emulséao

Figura 1 - Esquema ilustrativo da atividade de emulsificacao.

Tabela 2 - Convencéo adotada para qualificar a atividade emulsificante

Atividade emulsificante

Altura da emulséo (tipo
&gua em 6leo)

Densidade 6ptica 610 nm
(tipo 6leo em &gua)

Alta >2 cm >12U
Moderada delal9cm de0,7a1,1U
Baixa «lem de0,1a0,6 U

Fonte: Matsuura (2004, apud Moura, 2012).

2.5 Analise Estatistica
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Os ensaios foram realizados com andlise de variancia (ANOVA), pelo teste F,

quando significativo, as comparacdes de médias foram realizadas pelos testes Tukey, todos

0s testes realizados ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste qualitativo do colapso da gota

Neste teste, as suspensdes de rizdbios nas solugdes salinas INPA e SYM, foram
aplicadas ao petroleo com funcdo de formar microemulsées, fazendo com que as moléculas
polares da agua repelida pela superficie hidrofobica do petroleo interajam entre si. Foi
adicionada agua destilada estéril como controle no lugar dos micro-organismos.

A figura 2 representa as placas de multipogos onde foram realizados os testes, na
qual na figura A foi utilizado o meio muneral INPA e na figura B, 0 meio mineral SYM e
na horizontal de cada placa, enumerada de um a seis, cada namero significa um rizébio e
na vertical, a quadriplicata do teste. Na placa 1 estdo os rizobios (INPA R546, INPA R548,
INPA R555, INPA R557, INPA R560 e INPA R568), na placa 2 (INPA R571, INPA
R573, INPA R574, INPA R631, INPA R598 e INPA R667), na placa 3 (INPA R672,
INPA R674 e INPA R677) e na placa 4 o controle.

(A) Meio INPA - Placas (1, 2,3 e 4) (B) Meio SYM - placas (1, 2,3 e 4)

Figura 2 — Teste qualitativo do colapso da gota.

Foi verificado que apds um minuto de observacdo, s6 houve formacdo de
microemulsdes na placa 1, com meio INPA, com excecao dos rizobios INPA R548 e INPA
R555; na placa 2 ndo houve formacdo de colapso da gota e na 3, formou com o INPA
R674. Com relagéo ao meio salino SYM né&o se observou a formagédo de colapsos. Durante
seis dias de avaliagcdo houve formagdo de microemulsfes em todas as placas do meio INPA
e dispersdo na placa controle. Com relagcdo ao meio salino SYM, nédo houve formacdo de
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microemulsdes, mas houve dispersdo do petrdleo em todas as placas. Esses dados se
mostraram positivos quanto ao potencial de producédo de biossurfactantes com relacdo aos
rizobios inoculados no meio INPA (A), demonstrando que o meio de cultura influenciou
nesse resultado, pois as placas B receberam o mesmo tratamento com diferencial do meio,
n&o havendo com isso a formacéo das microemulsdes.

A influéncia da fonte de carbono na producgédo de biossurfactante por diferentes
micro-organismos tem sido bastante estudada. A literatura aponta uma ampla diversidade
entre as fontes de carbono (FONTES et al., 2008).

Silva et al. (2010) isolaram 112 coldnias de bactérias a partir de sedimento de um
manguezal do estado do Rio de Janeiro, e verificaram que 59 produziram biossurfactante
(aproximadamente 53%). Percentuais de degradacdo ainda maiores foram descritos por
Catter et al. (2007) quando descreveram que 13 cepas identificadas (12 espécies do género
bacteriano Acinetobacter) e avaliadas pelo método qualitativo do colapso da gota. Todas
(100%) mostraram capacidade de produzir surfactantes, sendo que sete (53,8%)
excretaram-no para o meio de cultura.

Valores semelhantes ja tinham sido descritos por Tugrul; Cansunar (2005), que
utilizaram a mesma metodologia para demonstrar a capacidade de produgdo de
biossurfactantes por micro-organismos coletados na Universidade de Hacettepe na
Turquia. Safary et al. (2010) demonstram a capacidade de producao de biossurfactantes por
10 colbnias de bactérias isoladas do Mar Caspio no Ird. De acordo com Bodour et al.
(2003), estudos sugerem que a producdo destes metabdlitos aumentam a disponibilidade
dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), constituindo uma importante

ferramenta para a sobrevivéncia destes organismos em ambientes contaminados.

3.2.  Avaliacédo do potencial de producao de biossurfactante

3.2.1. Avaliacédo da atividade de emulsificacéo
A partir de uma selecdo prévia de rizobios capazes de crescerem em meio liquido

contendo petroleo, foi realizada uma investigagdo da capacidade desses isolados em
produzir biossufactantes e estes por poderem ser produzidos em substratos sollveis em
agua, foram cultivados em meios liquidos (SYM e INPA), contendo petroleo ou tolueno
como fontes de carbono.

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porc¢édo hidrofobica e uma

porcao hidrofilica. A porcéo apolar é frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto
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a porcdo polar pode ser i6nica (aniénica ou catiénica), ndo-iénica ou anfotérical. Alguns
exemplos de surfactantes i6nicos utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou
sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e sais de amonio quaternario (catidnico). Em funcao
da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, os surfactantes
tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(6leo/dgua e agua/dleo). A formacdo de um filme molecular, ordenado nas interfaces,
reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades Unicas dos
surfactantes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Muitos micro-organismos possuem capacidade enzimatica para degradar
hidrocarbonetos existentes no petréleo (ATLAS, 1995). Diante disso, o petrdleo e o
tolueno foram escolhidos para a realizacdo desse teste, devido a predomininancia de
hidrocarbonetos existentes no petréleo, pois estes sdo utilizados como indicadores de
poluicdo e o tolueno é um dos compostos de petroleo mais toxicos para 0s organismos
podendo levé-los a morte e também é um contaminante comum em aquiferos.

O indice de emulsificacdo (IE) e a estabilidade da emulsdo sdo importantes para
avaliacdo do poder emulsificante (COSTA, 2005). A figura 3 mostra o potencial de
producdo de biossurfactantes e os tubos de ensaio sdo enumerados de acordo com as
substancias presentes, onde em A o numero 1 € o petréleo, o 2 a camada emulsificada e 3 0
meio com inoculo e em B, 0 1 é o tolueno, 2 a camada emulsificada e 3 indculo e meio.
Apds 48 horas de repouso tornou-se visivel o indice de emulsificacdo ocorrido, pois entre a
fonte de carbono e o sobrenadante formou-se uma espuma com aparéncia de bolhas. Em
algumas amostras nas primeiras 8 horas ja era possivel a visualizagdo da formacdo dessa
espuma, demonstrando assim que 0s micro-organismos utilizados se adaptaram ao meio de

cultura com as fontes de carbono utilizadas.
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Obs.: (A) Meio SYM com petréleo e in6culo. 1 — Petréleo (6leo); 2 — Camada emulsificada; 3 — Meio mais inéculo (agua). (B)
Meio SYM com tolueno e indculo. 1 — Tolueno (6leo); 2 — Camada emulsificada; 3 — Meio mais indculo (agua).

Figura 3 — Producdo de Biossurfactantes.

A tabela 3 monstra a espessura da camada emulsificante formada pelos isolados de
rizobios. Essa camada representa a agua dispersa dentro do 6leo, onde se encontram 0s
emulsificantes lipossoltveis (ndo i6nicos, hidrofobicos) (SANTOS, 2008). Quanto mais
espessa for a camada emulsificante, maior serd a quantidade de biossurfactantes
hidrofébicos produzidos. Todos os isolados de rizdbio testados produziram camadas
significativas desses emulsificantes, conforme pode se observar pela comparacdo com a
camada formada pelo tratamento controle. Segundo Matsuura (2004), as camadas
emulsificantes formadas por todos esses isolados s&o classificadas como altas (bem
espessas).

Ao se usar a solucdo salina SYM e petroleo como fonte de carbono, observou-se
que os isolados INPA R674, R574 e R672 foram 0s que apresentaram as camadas mais
espessas, com a menor sendo formada pelos isolado INPA R548. Com essa solugéo salina,
mas colocando tolueno como fonte de carbono, o isolado INPA R674 e R672 se
mantiveram como os melhores, mas agora, aparecendo o isolado INPA R571 para
completar os trés produtores das maiores camadas emulsificantes.
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Ao se usar a solugdo salina INPA com petréleo, houve uma mudanga, com as
camadas emulsificantes mais espessas sendo formadas pelos isolados INPA R677, R667 e
R674. Com o tolueno como fonte de carbono, o que formou a camada emulsificante mais
espessa foi o isolado INPA R674, seguido pelas formadas pelos isolados INPA R546 e
R677.

Tabela 3 — Espessura da camada emulsificante, de estirpes de rizébios usando duas
solugBes de sais diferentes e tolueno e petroleo como fontes de carbono.

Solucgéo salina SYM Solugéo Salina INPA
Bactéria Agua em Oleo
Petréleo Tolueno Petréleo Tolueno

________________________________ cm - S
Controle 0,32 B 0,42 B 0,41 B 0,46 B
INPA R546 7,72 A 17,77 A 9,72 A 13,37 A
INPA R548 6,61 A 8,76 A 9,31 A 10,56 A
INPA R555 7,51 A 8,43 A 7,03 A 9,53 A
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 R568 7,38 A 8,61 A 6,62 A 3,91 A
INPA R571 9,11 A 15,15 A 8,12 A 9,62 A
INPA R573 8,49 A 6,20 A 7,13 A 10,90 A
INPA R574 10,88 A 8,75 A 6,55 A 7,97 A
INPA R598 8,62 A 3,34 A 5,77 A 4,60 A
INPA R631 9,42 A 12,78 A 5,61 A 7,58 A
INPA R667 7,15 A 6,87 A 11,29 A 10,63 A
INPA R672 10,53 A 13,66 A 8,58 A 8,64 A
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).

Para avaliacdo da atividade emulsificante (densidade O&ptica, Tabela 4), foram
medidos os valores de absorbancia do 6leo em agua (O/A), que é referente ao
sobrenadante, ou seja, a camada A3 e B3 (Figura 3), e essa atividade foi definida como a
guantidade de biossurfactantes necessaria para aumentar a absorbancia em 1,0 unidade a
610 nm. Os biossurfactantes encontrados nessa camada sdo considerados como
hidrossoluveis (i6nicos, hidrofilicos) (SANTQOS, 2008). Dos isolados tratados com solucéo
salina YM e o petroleo como fonte de carbono, cinco apresentaram alto valor de
absorbancia (INPA R555, R571, R631, R672 e R674), variando entre 1,39 U a 2,18 U. Ao

se colocar o tolueno como fonte de carbono, com a mesma solucdo, se apresentaram com
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melhores valores o INPA R571, R631, 672 e 674, com valores de 1,46 U a 2,31 U. Quando
se usou a solucdo salina INPA com petroleo, ndo houve quantidades elevadas de
emulsificantes. Com relacdo ao mesmo meio com tolueno, o INPA R672 produziu uma
quantidade elevada (1,26 U), conforme Matsuura (2004).

Tabela 4 — Densidade Optica - Atividade emulsificante de estirpes de rizébios usando duas
solugBes de sais diferentes e tolueno e petréleo como fontes de carbono.

Sais do Meio YM Solugéo Salina INPA
Rizobios Oleo em agua
Petréleo Tolueno Petrdleo Tolueno

____________________ - — U---- — [ —————

Controle 0,42 B 0,14 B 0,42 B 0,77 B
INPA R546 0,12 B 0,28 B 0,53 B 0,17 B
INPA R548 0,08 B 0,19 B 0,72 M 0,28 B
INPA R555 151 A 0,32 B 0,55 B 0,18 B
INPA R557 0,14 B 0,32 B 0,57 B 0,90 M
INPA R560 0,28 B 0,78 M 0,68 B 0,28 B
INPA R568 0,07 B 0,12 B 0,38 B 0,64 B
INPA R571 2,07 A 1,90 A 0,45 B 0,16 B
INPA R573 0,15 B 0,52 B 0,33 B 0,17 B
INPA R574 0,05 B 0,39 B 0,43 B 0,55 B
INPA R598 0,10 B 0,47 B 0,14 B 0,26 B
INPA R631 2,18 A 2,31 A 0,34 B 0,47 B
INPA R667 0,35 B 0,21 B 0,11 B 0,55 B
INPA R672 2,07 A 2,23 A 0,16 B 1,26 A
INPA R674 1,39 A 1,46 A 0,50 B 0,19 B
INPA R677 1,06 M 0,23 B 0,42 B 0,95 M

Nota de Avaliacdo - A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura (2004, apud Moura 2012)
Obs. o indice de emuls&o foi significativa com relacdo a fonte de carbono utilizada por meio da avaliacdo dos
tratamentos (isolados) e dos tempos.

Ao se colocar os dados de forma a comparar a camada de emulsificantes
hidrofobicos considerando-se as solucGes salinas (Tabela 5), observou-se que no geral, ndo
houve influéncia das solu¢bes na producdo dessas substancias pelos rizobios, mas uma
andlise mais detalhada indica que houve uma variacdo entre os isolados testados, com a
maioria deles mostrando camadas mais delgadas quando se usou a solucéo salina INPA. As
poucas excecgdes se referem aos isolados INPA R571, R672, R574, R631 e R568, cujas
camadas usando a solugéo salina SYM foram mais delgadas do que as formadas usando-se

a solucdo INPA.
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Tabela 5 — indice de Emulsio (Agua em Oleo).

Solucdes Salinas

Riz6bios INPA SYM

__________________________________ Cm_________ —_—— -
INPA R674 14,44 aA 13,306 AA
INPA R677 12,77 aAB 10,770  aABCD
INPA R546 11,55 aABC 7,74 bBCDE
INPA R667 10,96 aABCD 7,01 bDE
INPA R548 9,93 aBCDE 7,68 bCDE
INPA R560 9,44 aBCDE 7,06 bDE
INPA R557 9,33 aBCDE 6,47 bE
INPA R573 9,01 aBCDEF 7,34 aCDE
INPA R571 8,87 bBCDEF 11,63 aAB
INPA R672 8,61 bCDEF 12,10 AA
INPA R555 8,28 aCDEF 7,97 aBCDE
INPA R574 7,26 bDEF 9,81 aABCDE
INPA R631 6,59 bEF 11,10 aABC
INPA R568 5,27 bF 7,99 aBCDE
INPA R598 5,18 aF 5,98 akE

Controle 0,43 aG 0,37 aF

Médias dos meios 8,62 X 8,40 X

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, (minGscula na linha, para meios) e (maiuscula na
coluna, entre os rizébios) ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Ao se analisar os dados para se comparar ambas as fontes de carbono (tolueno ou

petrdleo) (Tabela 6), observou-se que houve diferenca entre essas fontes apenas quando se

usou os isolados INPA R674, R571, R631 e R598, que com excecdo do ultimo, formaram

camadas mais delgadas quando se usou o tolueno, sugerindo que suas enzimas

degradadoras tem certa preferéncia para esse subproduto. Essas diferengas refletiram

estatisticamente ao se verificar qual das duas fontes de carbono formou camadas mais

espessas de emulsificantes hidrofébicos, com o tolueno sendo usado pelos rizébios para

formar uma camada de espessura média de 8,98 cm, que foi significativamente maior do

que a formada quando se usou o petroleo (8,06 cm).
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Tabela 6 — indice de Emulsio (Agua em Oleo)

Fontes de Carbono

Rizo6bios Tolueno Petrdleo
______________________________ _Cm_ ————————— —————— -
INPA R674 16,71 AA 11,03 BA
INPA R677 12,54 aB 11,00 AA
INPA R672 11,15 aBC 9,56 aAB
INPA R667 8,75 aBCDE 9,22 aAB
INPA R557 6,83 aDEF 8,98 aAB
INPA R546 10,57 aBCD 8,72 aAB
INPA R574 8,36 aCDE 8,72 aAB
INPA R571 11,89 aBC 8,61 bAB
INPA R548 9,66 aBCDE 7,96 aAB
INPA R560 8,60 aBCDE 7,90 aAB
INPA R573 8,55 aCDE 7,81 aAB
INPA R631 10,18 aBCDE 7,51 bAB
INPA R555 8,98 aBCDE 7,27 aAB
INPA R598 3,97 bFG 7,19 aAB
INPA R568 6,26 aEF 700 a B
Controle 0,44 aG 036 a C
Médias das Fontes 8,98 X 8,05 Y

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, (mindscula na linha, dentro de cada rizébio) e
(maidscula na coluna, dentro de cada fonte e entre os Rizdbios) ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.

Ao se comparar as duas solucdes salinas quanto as quantidades dos emulsificantes
hidrossoltveis formados na camada 6leo em agua (Tabela 7), observou-se que no geral, a
solucdo SYM proporcionou maior quantidade desses surfactantes que a solucdo INPA,
uma vez que individualmente, a maioria dos isolados produziu mais ao se usar aquela
solugdo. As excecdes ficaram para os isolados INPA R557, R574, R548 e R568, que

produziram mais surfactantes ao usarem a solucéo INPA.
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Tabela 7 - indice de Emulséo (6leo em &gua).
Solucgdes salinas

Rizobios INPA SYM
____________________ - -U- e ———————
INPA R631 0,40 bABC 2,24 aA
INPA R672 0,71 bA 2,15 aA
INPA R571 0,30 bBC 1,98 bEF
INPA R674 0,34 bABC 1,42 aB
INPA R555 0,36 bABC 0,77 aC
INPA R677 0,67 aAB 0,64 aCD
INPA R560 0,48 aABC 0,52 aCDE

Controle 0,59 aABC 0,28 bDEF
INPA R667 0,33 aABC 0,28 aDEF
INPA R573 0,24 AC 0,26 aDEF
INPA R598 0,20 AC 0,23 aEF
INPA R557 0,73 AA 0,23 bEF
INPA R574 0,49 aABC 0,22 bEF
INPA R546 0,35 aABC 0,20 aEF
INPA R548 0,49 aABC 0,13 bEF
INPA R568 0,43 aABC 0,08 bF

Médias dos meios 0,44 Y 0,73 X

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, (mindscula na linha, dentro de cada riz6bio) e
(maidscula na coluna, dentro de os Riz6bios) ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Ao se comparar as fontes de carbono nessa camada de emulsificantes hidrofilicos
(Tabela 8), observou-se que no geral, ndo houve diferenca entre se adicionar tolueno ou
petréleo, mas uma analise mais detalhada indica que em 11 do total de 15 isolados nao
houve, de fato, diferenca na quantidade de producdo dessas substancias surfactantes ao se
usar tanto um quanto o outro produto organico. Mas os isolados INPA R672, R557 e R598
produziram mais quando se usou tolueno e, o isolado INPA R555 produziu mais quando se

usou o petréleo como fontes de carbono.
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Tabela 8 — indice de Emulsio (Oleo em Agua)

Fontes de Carbono

Rizobios Tolueno Petréleo
_________________________________ Y-
INPA R571 1,03 aBC 1,260 AA
INPA R631 1,39 aAB 1,25 AA
INPA R672 1,74 AA 1,11 bAB
INPA R674 0,82 aCD 0,94 aAB
INPA R555 0,25 bE 0,89 aAB
INPA R677 0,59 aDE 0,72 aBC
INPA R560 0,53 aDE 0,48 aCD
INPA R548 0,23 aE 0,40 aCDE
INPA R557 0,61 aDE 0,35 bCDE
INPA R546 0,22 akE 0,32 aDE
INPA R574 0,47 aDE 0,24 aDE
INPA R667 0,38 akE 0,23 aDE
INPA R568 0,30 akE 0,22 aDE
INPA R573 0,34 akE 0,16 aDE
INPA R598 0,36 aE 0,07 bE

Controle 0,45 aDE 0,07 bE

Médias das Fontes 0,61 X 0,70 Y

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, (mindscula na linha, dentro de cada rizébio) e
(maidscula na coluna, dentro de os Rizdbios) ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que os isolados de rizbios testados
produziram mais substancias biosurfactantes do que alguns outros citados na literatura.

Jacobucci et al. (2009), ao testar a producdo de biossurfactantes por Pantoea
agglomerans, utilizando o querosene como fonte de carbono, obteve producdo de uma
camada estavel de 2,5 cm de dgua em Gleo e a atividade do tipo 6leo em agua, foi de 0,15
U. Com o Planococcus citreus, em caldo de cultura, tendo o azeite como fonte de carbono,
produziu 1,079 U de 6leo-em-agua e 0,2 cm de agua-em-éleo.

Estudos realizados para verificar a atividade emulsificante por culturas puras de
Corynebacterium aquaticum, mista de Corynebacterium aquaticum e Bacillus sp., mista de
Corynebacterium sp., Bacillus cereus e Bacillus mycoides e, pura de Bacillus subtilis
mostraram que surfactantes do tipo éleo em agua (hidrossoluveis) de 0,15 U a 13,72 U e do
tipo 4gua em oleo (lipossoluveis) de 0,54 cm a 2,47 cm (PINTO; COSTA, 2009).

Barros et al. (2008), através de uma andlise inicial do indice de emulsificagdo

de hidrocarbonetos (pentano, benzeno, Hexano, octano, tecano, tolueno, diesel e gasolina),
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verificaram que todas as emulsdes testadas apresentaram altos valores do IE. Os valores
com maiores diferengas ocorreram com o decano (1,25), tolueno (2,52) e diesel (1,24).
Estes valores de emulssificacdo sdo considerados baixos quando comparados com 0S
obitidos por Luz et al. (2011) ao estudarem a biodegradacao de 6leo diesel por consorcio
microbiano coletados em amostras de &gua residudria nas proximidades de uma
distribuidora de combustiveis situada no bairro Nacional, zona norte da cidade de Porto
Velho-RO. O surfactante produzido pelo consércio apresentou um indice de emulsificagcdo
de 53%, quando o diesel foi utilizado como agente apolar.

Outros micro-organismos, como algumas espécies de fungos, com potencial de
degradacéo de hidrocarbonetos também foram testados. Colla et al. (2012) verificaram que
as maiores atividades emulsificantes variaram entre 7,2 a 7,9 EU (Unidades de
Emulsificacdo) na espécie Aspergillus fumigatus. Luna et al. (2012) estudaram a
capacidade da espécie de fungo Candida sphaerica na remocdo de polentes de areia
contaminada com 0leo de motor. Estes autores demonstraram que ap6s 144h de cultivo
com duas fontes de carbono, a espécie de fungo Candida sphaerica mostrou a remocao de
95% do 6leo contaminante.

A producdo de biossurfactantes é de grande importancia na biorremediacéo,
pois essas moléculas tornam o contaminante mais biodisponivel. Portanto os trabalhos
citados s@o de grande relevancia para a solucdo de problemas causados pelo derramamento
de petroleo.

Diversos fatores ambientais (pH, fonte de carbono, temperatura, agua, entre outros),
podem influenciar na utilizacdo de poluentes pelos micro-organismos. O pH é um fator
quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos efeitos dos ions H+ na
permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e, indiretamente, pela influéncia na
disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do aluminio e demais metais
pesados, que podem ser toxicos aos micro-organismos (JACQUES et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos, observando-se que o pH (Figura 4), variou ao
se usar 0 meio INPA com valores iniciais de 5,32 a 6,93 e no meio SYM de 6,22 a 7,47.
Ap0s 48 horas foi observado o pH final com relacdo ao meio INPA de 4,07 a 6,15 e SYM
de 4,78 a 7,73 e todos contendo petréleo como fonte de carbono com producdo de

biomassa, indicando com isso, neutralidade.



80

Variagdo de pH durante a montagem do teste de avaliagédo do potencial de emulsificagéo - Meio INPA com
petroleo e indculo.

8,0

7,0

6,0

50

4,0

3,0
2,0

10

0,0
INPA-R546[INPA-RS4E [INPA-RS55 | INPA-R557 [INPA-R5E0 |INPA-R568| INPA-R571[INPA-R573 [INPA-RS74| INPA-R598 |NPA-RE3L [INPA-REE7 | INPA-RET2 | INPA-RETA INPA-RE77| CONTROLE|

meH Inidal| 6,2 59 59 55 5,5 5,6 58 5,8 53 6,0 5,6 5,6 69 6,5 5,5 59
pH Final 43 6,2 51 6,0 5,1 48 57 5,6 58 57 59 59 49 4,1 5,6 57

Variagéo de pH durante a montagem do teste de avaliagdo do potencial de emulsificacdo - Meio YM com petroleo e

inéculo.
9,0
8,0
7.0 —
5,0
5,0 —
=
a
4.0
3,0 —
2,0
1,0 —
0,0
INPA-R546 | INPA-R548 | INPA-R555 | INPA-R557 | INPA-R560 | INPA-RSE8 | INPA-R571 | INPA-R573 | INPA-R574 | INPA-R598 | INPA-R631 | INPA-RE6T | INPA-RE72 | INPA-RE74 | INPA-RE6E7 | CONTROLE
M pH Inicial 7.2z 70 6.2 7.1 6.5 7.5 7.0 6,5 7.7 7.2 6.7 7.5 6,9 6.9 6.7 6.4
pH Final 5.9 6.4 7.0 7.5 6,5 48 6,0 6,5 (] 58 6.3 7.7 6,4 6.4 6.4 7.2

Figura 4 — pH inicial e final das amostras submetidas ao teste de avaliacdo de producéo de
biossurfactantes.

O pH ¢é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos
efeitos dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e, indiretamente,
pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do
aluminio e demais metais pesados, que podem ser tdxicos aos micro-organismos
(JACQUES et al. 2007).

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

Algumas caracteristicas apresentam vantagens sobre os surfactantes convencionais
como tolerancia & temperatura, pH e forca i6nica. Alguns biossurfactantes apresentam
elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser utilizados em ambientes com condic¢des
mais drasticas. O lipopeptidio de B. licheniformis JF-2 é estavel a temperaturas em torno
de 75°C por até 140 h e pH entre 5 e 12 (NITSCHKE; PASTORE 2002). De acordo com




81

esses parametros, mesmo havendo variagdes de pH entre 4 e 7 nas amostras com 0S meios
salinos (INPA e SYM) e com a fonte de carbono (petréleo), os valores obtidos estdo dentro

da faixa de pH ideal.
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4. CONCLUSOES

Todos os 15 rizobios testados apresentaram habilidade de biodegradar petroleo e
tolueno quando usados como fontes de carbono.

No teste do colapso da gota, os rizébios utilizaram a mesma fonte de carbono com
meios diferentes (INPA e SYM) e formaram microemulsdes quando se usou o0 meio salino
INPA, mas nao quando se usou 0 meio SYM.

Na avaliacdo da atividade de producdo de biossurfactantes, os valores do indice de
emulsificacdo agua em oleo foram altos, demonstrando o potencial dos micro-organismos
em produzir biossurfactantes, apesar dos valores de baixos a médios adquiridos no indice

de emulsificacdo de 6leo em agua.
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ANEXQOS

Anexo 1 — indice médio da Atividade emulsificante (dgua em 6leo)
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Meio INPA com Petréleo

Meio INPA com Tolueno

Rizobios Médias  Valorde T  ValordeP Médias Valorde T Valor de P
INPA_R546 9,310 5,804 0,0001 6,347 4,635 0,0001
INPA_R548 8,897 5,547 0,0001 8,333 5,257 0,0001
INPA_R555 6,623 4,129 0,0020 8,003 5,049 0,0001
INPA_R557 9,170 5,717 0,0001 4,140 2,612 0,118 ns
INPA_R560 7,823 4,877 0,0001 6,133 3,869 0,0050
INPA_R568 6,213 3,874 0,0050 8,187 5,165 0,0001
INPA_R571 7,707 4,805 0,0001 13,730 8,662 0,0001
INPA_R573 6,717 4,187 0,0020 5,777 3,644 0,0100
INPA_R574 6,143 3,830 0,0060 8,323 5,251 0.0001
INPA_R598 5,357 3,340 0,0220 2,913 1,838 0,466 ns
INPA_R631 5,200 3,242 0,0280 12,357 7,795 0,0001
INPA_R667 10,883 6,785 0,0001 6,450 4,069 0,0030
INPA_R672 8,173 5,096 0,0001 13,240 8,352 0,0001
INPA_R674 10,573 6,592 0,0001 15,100 9,526 0,0001
INPA_R677 12,950 8,074 0,0001 12,473 7,869 0,0001

ns — N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Anexo 2 — Atividade emulsificante (agua em 0leo)

Rizébios

Meio YMA com Petroleo

Meio YMA com Tolueno
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Médias Valorde T ValordeP Médias Valorde T ValordeP

INPA_R546  6,4000 51710 0,0001 7,3470 4,6350 0,0070
INPA_R548  6,2970 4,4000 0,0010  8,3330 5,2570 0,0001
INPA_R555  7,1930 5,0270 0,0001  8,0030 5,0490 0,0001
INPA_R557  8,0670 5,6370 0,0001  4,1400 2,6120 0,1180 ns
INPA_R560  7,2530 5,0690 0,0001 6,1330 3,8690 0,0050
INPA_R568  7,0600 4,9330 0,0001  8,1870 5,1650 0,0001
INPA_R571  8,7970 6,1470 0,0001 13,7300 8,6620 0,0001
INPA_R573  8,1700 5,7090 0,0001  5,7770 3,6440 0,0100
INPA_R574 10,5670 7,3840 0,0001  8,3230 5,2510 0,0001
INPA_R598  8,3030 5,8050 0,0001 2,9130 1,8380 0,4660 ns
INPA_R631  9,1000 6,3590 0,0001 12,3570 7,7950 0,0001
INPA_R667  6,8370 4,7770 0,0001 6,4500 4,0690 0,0030

INPA_R672 10,2170 7,1390 0,0001 13,2400 8,3520 0,0001
INPA_R674 10,7670 7,5240 0,0001 15,1000 9,5260 0,0001
INPA_R677  8,3200 5,8140 0,0001 12,4730 7,8690 0,0001

ns — Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Anexo 3 — Densidade Optica (6leo em agua)

Rizébios Meio YMA com Petroleo Meio YMA com Tolueno
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Médias Valorde T  ValordeP Médias Valorde T Valorde P

INPA_R546  -0,3030 -2,1290 0,2950ns  0,1430 0,5860 0,9990 ns
INPA_R548  -0,3360 - 2,3640 0,1930ns  0,0500 0,2040 1,0000 ns
INPA_R555  0,8160 5,7330 0,0001 0,1760 0,7230 0,9970 ns
INPA_R557 -0,2730 -1,9190 0,4140ns  0,18830 0,7500 0,9960 ns
INPA_R560 -0,1360 - 0,9590 0,9750ns  0,6330 2,5930 0,1230 ns
INPA_R568  -0,3660 -2,5740 0,1270ns -0,0200 -0,0810  1,0000 ns
INPA_R571  1,6500 11,5840 0,0001 1,7660 7,2340 0,0001
INPA_R573  -0,4200 - 2,9490 0,0570ns  0,3860 1,5830 0,6460
INPA_R574  -0,3730 - 2,6210 0,1160ns  0,2530 1,0370 0,9560 ns
INPA_R598  -0,4200 - 2,9490 0,0570ns  0,3330 1,3640 0,7990
INPA_R631  1,7530 12,3090 0,0001 2,1730 8,8990 0,0001
INPA_R667  -0,0660 - 0,4680 1,0000 ns  0,0660 0,2720 1,0000
INPA_R672  1,6500 11,5840 0,0001 2,0900 8,5580 0,0001
INPA_R674  0,9730 6,8330 0,0001 1,3200 5,4050 0,0001
INPA_R677  0,6430 4,5160 0,0010 0,0930 0,3820 1,0000

ns — Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Anexo 4 — Densidade Optica (6leo em agua)

Rizébios Meio YMA com Petroleo Meio YMA com Tolueno
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Médias Valorde T  ValordeP Médias Valorde T Valorde P
INPA_R546 0,1130 1,5420 0,6760ns -0,6030 -4,2390 0,0020
INPA _R548 0,2960 4,0370 0,0030 - 0,4930 - 3,4660 0,0160

INPA_R555  0,1300 1,7690 0,5130ns  -0,5830 -4,0980  0,0030
INPA_R557  0,1430 1,9510 0,3940ns  0,1260 0,8900 0,9860 ns
INPA_R560  0,2600 3,5380 0,0130 - 0,4830 -3,3960  0,0190
INPA_R568  -0,0330 - 0,4540 1,0000 ns - 0,2860 -2,0140 0,3570ns
INPA_R571  0,0300 0,4080 1,0000ns  -0,6130 -4,3090 0,0010
INPA_R573  -0,0930 -1,2700 0,8560 ns - 0,6030 -4,2390  0,0020
INPA_R574  0,0130 0,1810 1,0000 ns  -0,2160 -1,5220 0,6900 ns

INPA_R598 -0,2730 - 3,7200 0,0080 - ,5060 -3,5600  0,0130
INPA_R631 -0,0760 -1,0430 0,9540ns - 0,3000 -2,1080  0,3060 ns
INPA_R667  -0,3030 -4,1280 0,0020 - 0,2160 -1,5220  0,6900 ns

INPA_R672  -0,2560 - 3,4930 0,0150 0,4930 3,4660 0,0160
INPA_R674  0,0830 1,1340 0,9230ns -0,5830 -4,0980  0,0030
INPA_R677  -0,0260 - 0,3630 1,0000 ns  0,1830 1,2880 0,8460 ns

ns — N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.



