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RESUMO

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2009. Atividade e
dindmica populacional de um consoércio bacteriano durante biodegradacgéo de 6leo diesel
no solo. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Co-orientadores: Anténio Galvdo do
Nascimento, Arnaldo Chaer Borges e Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

A biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petroleo é um
processo biotecnoldgico que em geral envolve a utilizacdo de microrganismos capazes de
metabolizar os hidrocarbonetos e transforma-los em substéncias inertes (CO, e agua). A
biorremediacdo tende a ocorrer naturalmente e pode ser acelerada pela otimizacdo de fatores
ambientais (bioestimulagéo) e ou pela introducdo de microrganismos capazes de degradar os
contaminantes (bioenriquecimento). Alguns fatores afetam a eficiéncia de biodegradacéo dos
contaminantes como a capacidade metabdlica dos microrganismos em degradar o
contaminante, as condicdes ambientais e a biodisponibilidade do contaminante. No
bioenriquecimento, a utilizacdo de diferentes espécies ou estirpes microbianas (consorcio)
permite a ocorréncia de dindmicas populacionais que levam a uma sucessdo de ataques aos
compostos poluentes, proporcionando eficiente degradacdo dos mesmos quantitativa e
qualitativamente, quando comparados a culturas puras de microrganismos. Este trabalho teve
como objetivo avaliar atividade metabdlica dos isolados bacterianos Acinetobacter baumannii
LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88D,
Acinetobacter baumannii LBBMA ES11, Bacillus subtilis LBBMA 155 em culturas puras e
consorcio na biodegradacao de hidrocarbonetos alcanos, em meio de cultivo acrescido de 6leo
diesel; avaliar o padrdo de flutuacdo das populacGes microbianas e o padrdo de consumo dos
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), em solo contaminado com 6leo diesel em reposta
aos fatores temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes e avaliar o efeito de
sucessivas contaminagdes do solo com éleo diesel na dinamica populacional de membros de
um consorcio bacteriano e na seqiiéncia de degradacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo
(HTP). O consorcio bacteriano foi mais eficiente na degradagdo dos hidrocarbonetos nonano,
decano e undecano presentes em meio de cultivo, quando comparado as culturas puras. A
degradacdo desses compostos pelo consoércio foi superior a 99% apds 30 dias de incubacéo.
Os fatores ambientais influenciaram a degradacdo de HTP no solo contaminado com 6leo
diesel, a melhor condicdo encontrada foi 35°C, 125:10:1 e 60% para temperatura, relagdo
C:N:P e teor de umidade, respectivamente. Sucessivas contaminacdes do solo com 6leo diesel

promoveram altera¢fes na estrutura populacional do consorcio bacteriano e na sequéncia de

Xi



gradacdo de hidrocarbonetos totais de petréleo, no entanto o consorcio bacteriano se
apresentou como candidato em potencial para uso em operacdes de biorremediacdo de solos
contaminados com Oleo diesel. Ao final de 60 dias, o consorcio bacteriano degradou
aproximadamente 55% de HTP do solo, ap6s sucessivas contaminagdes com 0leo diesel.
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ABSTRACT

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September, 2009. Activity
and population dynamics of a bacterial consortium during biodegradation of diesel oil in
soil. Advisor: Marcos Rogério Totola. Co-Advisors: Antonio Galvao Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges and Maria Eliana Lopes R. Queiroz

Bioremediation of environments contaminated with petroleum hydrocarbons is a
biotechnological process that usually involves the use of microorganisms capable of
metabolizing hydrocarbons and convert them into inert substances (CO, and water).
Bioremediation tends to occur naturally and can be accelerated by the optimization of
environmental factors (biostimulation) and or the introduction of microorganisms capable of
degrading the contaminants (bioaugmentation). Some factors affect the efficiency of
biodegradation of contaminants such as the metabolic capacity of microorganisms to degrade
the contaminant, environmental conditions and the bioavailability of the contaminant. In
bioaugmentation, the use of different microbial species or strains (consortium) to the
occurrence of population dynamics that lead to a succession of attacks on compounds,
pollutants, providing efficient degradation of the same quantity and quality when compared to
pure cultures of microorganisms. This study aimed to evaluate metabolic activity of bacterial
strains Acinetobacter baumannii LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58,
Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter baumannii LBBMA ES11, Bacillus
subtilis LBBMA 155 in pure cultures and consortium in the biodegradation of hydrocarbons
alkanes, in culture medium with diesel oil, to analyze the pattern of fluctuations in microbial
populations and the pattern of consumption of total petroleum hydrocarbons (THP), in soil
contaminated with diesel oil in response to the factors temperature, humidity and nutrient
availability, and to evaluate the effect of successive soil contamination with diesel oil in the
population dynamics of members of a bacterial consortium and the sequence of degradation
of total petroleum hydrocarbons (TPH). The bacterial consortium was more efficient in the
degradation of hydrocarbons nonane, decane and undecane present in the culture medium
when compared to pure cultures. The degradation of these compounds by the consortium was
over 99% after 30 days of incubation. Environmental factors influencing the degradation of
HTP in soil contaminated with diesel oil, the best condition found was 35°C, 125:10:1 and
60% for temperature, the C:N:P and moisture content, respectively. Successive soil

contamination with diesel oil promoted changes in population structure of the bacterial
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consortium and the sequence of grading total petroleum hydrocarbons. However the bacterial
consortium was presented as potential candidate for use in operations bioremediation of soils
contaminated with diesel oil. After 60 days, the bacterial consortium degraded approximately
55% of TPH soil after repeated contamination with diesel oil.
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1 INTRODUCAO GERAL

O petrdleo ¢ uma mistura complexa, de ocorréncia natural e formada por diversos
componentes organicos € inorganicos. Entre o0s compostos orginicos encontram-se
principalmente hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos. As propriedades fisicas
e termodindmicas e o comportamento de uma mistura desse tipo dependem principalmente de
seus constituintes, das quantidades relativas desses constituintes e das condigdes
termodinamicas nas quais ela se encontra (RAHOMA, 1989).

Entre os combustiveis derivados do petréleo, destacam-se a gasolina e o dleo diesel.
Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), a gasolina representou 57,8% do total de
combustiveis liquidos para veiculos leves consumidos no Brasil, em 2007. Naquele mesmo
ano, foi registrado no pais um aumento de 6,31% em relag¢do ao ano de 2006, no mercado do
diesel. A gasolina ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos hidrofobicos relativamente
volateis, na qual os hidrocarbonetos tipicos sao os compostos alifaticos (alcanos, cicloalcanos,
alcenos), aromaticos e aditivos (FERREIRA e ZUQUETTE, 1998). O 6leo diesel ¢ composto
principalmente por hidrocarbonetos de cadeias simples, ndo-ramificadas. Em relagcdo a
gasolina, o 6leo diesel apresenta moléculas com cadeias de tamanhos maiores, o que confere a
este combustivel maior massa especifica, menor volatilidade e menor solubilidade em agua.

Contaminacdes de solos e de dguas subterraneas sdo freqiientemente causadas por
acidentes durante a exploracao, transporte e armazenamento do petroleo e de seus derivados.
Os centros urbanos sdo alvos potenciais dessas contaminagdes, onde os maiores responsaveis
pelas contaminagdes com hidrocarbonetos de petroleo sdo os postos de combustiveis. A
maioria dos tanques de armazenamento de combustiveis ¢ susceptivel a corrosdo nos
primeiros 20 anos ap6s sua instalagdo. De modo geral, cerca de 50% dos vazamentos ocorrem
antes dos 15 anos e grande parte das tubula¢des apresenta vazamentos antes dos 10 anos
(LIMA, 1998). No Brasil, essa preocupacao se torna ainda maior, uma vez que um nimero
significativo de postos foi construido na década de 1970 e ainda ndo se encontram sob as
normas de seguranca exigidas (MELO Junior & Costi, 2004). A Companhia de Tecnologia de
Saneamento Basico (CETESB), 6rgao responsavel pelo controle e preven¢do da polui¢do no
estado de Sao Paulo, constatou em 2007 que, dos 8,5 mil pontos de revenda, 83,6% ainda nao
haviam se adequado as normas de seguranga do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).

Em casos de contaminag¢des acidentais ou mesmo intermitentes, acdes corretivas

devem ser prontamente adotadas para interromper o processo de contaminagdo € remover os
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contaminantes. Entre as técnicas menos onerosas ¢ ambientalmente seguras destaca-se a da
biorremediacdo (BAPTISTA et al., 2005, RAHMAN et al., 2003). A biorremediacdo de
ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petroéleo ¢ um processo biotecnoldgico que
em geral envolve a utilizagdo de microrganismos capazes de metabolizar os hidrocarbonetos e
transforma-los em substancias inertes (CO, e agua). Para que os microrganismos utilizem
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia para seu crescimento, ¢ necessario que estes
possuam as enzimas que transformem as moléculas de hidrocarbonetos em intermediarios das
rotas catabolicas (JAQUES et al., 2007). A maioria dos microrganismos presentes no solo nao
possui a capacidade de degradar estes compostos, principalmente os hidrocarbonetos poli-
aromaticos (HPA). Esse fato frequentemente leva ao insucesso das atenuacdes naturais € a
necessidade de se selecionar microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, visando sua
utilizagdo na biorremediacdo de solos contaminados com estes compostos por meio do
bioenriquecimento (THOMASSIN-LACROIX et al., 2002)..

A complexidade dos processos metabolicos necessarios a degradacao do petroleo e de
seus derivados ¢ de tal ordem que, normalmente, ¢ necessaria a participacdo de diferentes
espécies ou estirpes microbianas. Esse grupo formado por membros de diferentes géneros e
espécies microbianas, cada um especializado em degradar uma ou mais misturas complexas,
recebe a denominacdo de consércio. Muitos dos trabalhos sobre a biodegradacao de
hidrocarbonetos de petroleo foram conduzidos com consorcios de microrganismos e
demonstraram que a capacidade biodegradativa ¢ freqlientemente maior, quantitativa e
qualitativamente, do que a obtida com culturas puras (MORALES et al., 2004; JORGENSEN
et al. 2000; PRPICH et al., 2005; MISHRA et al., 2001; DEPPE et al., 2005; DOMDE et al.,
2007).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inoculagdo de microrganismos selecionados
em laboratério em solos contaminados, o bioenriquecimento, pode resultar em baixas taxas de
degradacdo, como conseqiiéncia da incapacidade desses microrganismos colonizarem o
ambiente-alvo e degradar os hidrocarbonetos. A complexidade quimica, fisica e bioldgica do
solo pode determinar o declinio das populacdes inoculadas, seja pelas relagdes antagonicas
impostas pelas populagdes autdctones, como predagdo e competicdo, ou pela ocorréncia de
estresses fisioldgicos ocasionados pelos fatores abioticos, como pH, umidade, aeragao,
temperatura e disponibilidade de nutrientes organicos e inorganicos (JACQUES, 2007).

O uso de biorreatores se torna uma alternativa atrativa para biorremediacdo, no que se
refere principalmente ao controle de algumas condi¢cdes ambientais que afetam a atividade

microbiana. Diferentemente da biorremediagdo de solos contaminados “in situ”, na qual o
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solo ¢ tratado no proprio lugar onde ocorreu a contaminagdo, na biorremediagdo “ex situ” o
residuo ou o solo contaminado sdo removidos de seu local original e transportados para serem
tratados em locais especificos, como biorreatores e biopilhas (MOREIRA E SIQUEIRA,
2006). Os biorreatores permitem o monitoramento efetivo do processo, maior controle das
variaveis (valor de pH, temperatura, umidade, etc.) e facilitam a aclimatacio e
desenvolvimento da microbiota e também a incorporacdo de aditivos. Além disso, os
biorreatores sdo sistemas que permitem o controle de emissdes e possibilita, na maioria dos
casos, a redu¢do do tempo de tratamento (RAIMUNDO e RIZZO, 2002). O emprego de
biorreatores mostra-se como uma tecnologia vidvel para o tratamento de solo contaminado
com compostos organicos (URURAY, 1998). BAPTISTA e colaboradores (2006) utilizaram
reatores de leito fixo para tratamento de solo argiloso contaminado com hidrocarbonetos de
petréleo e verificaram uma remocdo de cerca de 45% de hidrocarbonetos totais de petroleo
apos 45 dias de ensaio de biodegradacio.

As caracteristicas fisico-quimicas do contaminante também influenciam diretamente a
eficiéncia da biorremediagdo. Altas taxas de degradagdo sdo conseguidas quando o
contaminante possui baixa massa molecular (SKLADANY e METTING, 2006). A
concentragdo ¢ também determinante na degradagdo de um composto, sendo que
concentragdes elevadas podem ser toxicas e concentragdes baixas podem estar abaixo do
limiar critico, a partir do qual a degradacdo ocorre principalmente na presenga de substratos
alternativos (WILBERG, 2006).

Embora existam significantes registros na literatura sobre estruturas de comunidades
bacterianas e cinética de degradagdo associados com biorremediacdo de ambientes
contaminados, poucos deles focam uma descri¢do detalhada sobre a dindmica da comunidade
microbiana ao longo do processo de biorremediagdo (RONCEVIC, et al. 2005; KIM, et al.
1997, ATAGANA, et al. 2006, BRAKSTAD, 2008). Alguns estudos demonstraram que
bactérias especificas estdo associadas com diferentes fases da degradacao de hidrocarbonetos
totais de petrdleo no solo. Essses estudos indicam ainda a existéncia de interacdes complexas
entre espécies bacterianas e condi¢des ambientais, que influenciam a capacidade de
biodegradagio desses compostos por comunidades microbianas (VINAS et al. 2005).
KAPLAN et al. (2004), ao investigarem a dindmica da comunidade bacteriana em uma
unidade de tratamento de solo contaminado com petrdleo, verificaram a predominancia de
filotipos de Flavobacterium e Pseudomonas na fase rapida de degradagdo de hidrocarbonetos
totais, seguida pela dominancia de outros quatro filotipos quando a taxa de degradacdo de

hidrocarbonetos diminuiu.



A hipotese estabelecida neste estudo € que exista, ao longo da biodegradagao do solo
contaminado com o6leo diesel, relagdo entre o padrao de flutuagdo de populacdes microbianas
do consorcio e o padrdo de consumo de hidrocarbonetos de 6leo diesel presentes no solo.
Portanto, este trabalho buscou primeiramente avaliar a eficiéncia de biodegradacdao de
hidrocarbonetos de petroleo em meio de cultivo por isolados bacterianos, em culturas puras e
em consorcio e, posteriormente, avaliar a dindmica populacional do consorcio bacteriano e o
perfil de degradagdo dos hidrocarbonetos totais de petrdleo, em resposta aos fatores
temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes, durante a biodegradacdo de
hidrocarbonetos totais de petroleo em solo contaminado com o6leo diesel. A flutuacio
populacional do consorcio bacteriano em solo contaminado com o6leo diesel foi também

avaliada ao longo de ciclos de biorremediagdo/recontaminagao.
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AVALIACAO DA EFICIENCIA DO CONSORCIO
BACTERIANO NA BIODEGRADACAO DE
HIDROCARBONETOS DE OLEO DIESEL EM MEIO DE
CULTIVO



RESUMO

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2009.
Avaliacéo da eficiéncia do consorcio bacteriano na biodegradacéo de hidrocarbonetos de
Oleo diesel em meio de cultivo. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Co-orientadores:
Antonio Galvao do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges e Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade metabolica de isolados bacterianos
em culturas puras e mista, quando cultivados em meio mineral acrescido de 6leo diesel a 2%
(v/v), assim como avaliar a degradacdo dos hidrocarbonetos nonano, decano e undecano
presentes no meio de cultivo. O consorcio bacteriano estudado foi composto pelos isolados
Acinetobacter baumannii LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum
anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter baumannii LBBMA ES11 e Bacillus subtilis LBBMA
155, isolados de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petréleo. A atividade
catabolica dos isolados bacterianos foi verificada por meio de respirometria. A maior
producdo de CO, foi obtida no tratamento com o consorcio. As andlises cromatograficas de
hidrocarbonetos residuais demonstraram que este tratamento foi o que apresentou a maior
porcentagem de degradacdo dos hidrocarbonetos nonano, decano e undecano, com valores de
degradagdo superiores a 99%, o que comprova a existéncia de complementaridade metabolica

entre os membros do consorcio.



ABSTRACT

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, september 2009.
Evaluation of the efficiency of bacterial consortium in the biodegradation of diesel oil in
culture medium. Advisor: Marcos Rogério Totola. Committee Members: Antonio Galvao
do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges ¢ Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

This study aimed to evaluate the metabolic activity of pure and mixed (consortium)
bacterial cultures, on mineral containing diesel oil (2% v/v) as sole carbon source, as well as
to evaluate the degradation of the hydrocarbons nonane, decane and undecane present in the
medium. The bacterial consortium was composed of the strains Acinetobacter baumannii
LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b,
Acinetobacter baumannii ES11 LBBMA, and Bacillus subtilis LBBMA 155, isolated from
environments contaminated with petroleum hydrocarbons. The catabolic activity was
measured by respirometry.. The highest production of CO, was obtained in treatment with the
consortium. The analysis of residual hydrocarbons chromatography showed that this
treatment showed the largest percentage of degradation of hydrocarbons nonane, decane and
undecane, with values of degradation over 99%, which proves the existence of metabolic

complementarity between the consortium members.



1 INTRODUCAO

A biorremediagdo ¢ um processo biotecnoldgico que tem sido amplamente utilizado
em ambientes contaminados com petrdleo e seus derivados, com uso de diferentes grupos
microbianos, que mineralizam ou transformam os contaminantes em formas menos toxicas
(VIDALI, 2001). O processo de biorremediagdo pode ser iniciado naturalmente pelos
microrganismos autoctones do ambiente contaminado. Entretanto, a fracdo residual desse
processo de degradagdo ¢ recalcitrante e pode representar de 10% a 40% dos contaminantes

inicialmente presentes (MARIANO, 2007).

Dois procedimentos podem ser utilizados com o intuito de se acelerar o processo de
biodegradacdao de poluentes: a bioestimulagdo e o bioenriquecimento, também chamado de
bioaumentagdo (JACQUES et al., 2007). Ambos tém como objetivo criar condigdes
favoraveis para que ocorra aumento da comunidade microbiana, com conseqiiente acréscimo
das atividades metabdlicas envolvidas na biodegradagdo dos poluentes. A bioestimulacdo
consiste no controle de fatores abidticos para que ocorra o aumento da taxa de biodegradacao
dos poluentes por microrganismos indigenas, seja pela adicdo de nutrientes inorganicos
(normalmente nitrogénio e fosforo), de aceptores de elétrons (oxigé€nio ou outros) ou de
substratos organicos. O bioenriquecimento consiste em incrementar a capacidade
biodegradadora das areas contaminadas, pela inoculacdo de microrganismos com habilidades

cataliticas desejaveis para a degradagdo dos poluentes (STROUD et al., 2007).

Uma condi¢do ideal para a biorremediacdo poderia a principio resultar em completa
mineralizagcdo dos poluentes. Porém, em um ambiente tdo complexo como o solo, nem sempre
isso ocorre em razdo da possibilidade de acimulo de intermedidrios das rotas metabolicas
(KAZUNGA e AITKEN, 2000). Uma alternativa para se aumentar a mineralizacdo de
moléculas complexas como hidrocarbonetos de petroleo no solo ¢ a utilizacdo de consorcios

microbianos, constituidos de populacdes que apresentem complementaridade metabolica.

Os consorcios microbianos permitem o estabelecimento de interagdes entre as
espécies, que tendem a atuar de forma a estimular as rea¢des co-metabdlicas. Sendo o
petréleo e seus derivados compostos por moléculas de diferentes massas moleculares,
incluindo alguns de estrutura macromolecular, a utilizagdo de culturas mistas permite o
estabelecimento de uma sucessdo de populagdes que leva a uma sucessdo de ataques aos
compostos poluentes, proporcionando eficiente degradagdo dos mesmos (ROLING et al.,

2002).



A técnica de bioenriquecimento ¢ normalmente recomendada em solos recém-
contaminados, quando o contaminante ¢ de dificil degradacdo e se exige uma rapida
descontamina¢do, ou ainda quando a concentracdo do contaminante ¢ baixa (BEWLEY,
1992). A sobrevivéncia e atividade dos microrganismos introduzidos no ambiente dependem
da sua adaptacdao a fatores bidticos e abidticos presentes (FANTROUSSI e AGATHOS,
2005). Os fatores bidticos mais relevantes para o bioenriquecimento sdo a predacdo dos
microrganismos aldctones adicionados ao ambiente, bem como a competicdo desses com 0s
microrganismos autoctones (VAN VEEN et al., 1997). Os fatores abioticos compreendem a
disponibilidade de nutrientes, o suprimento de oxigénio, condi¢des de temperatura, pH e
umidade, entre outros (VAN VEEN et al.,, 1997). Portanto, a aplicagdo da estratégia de
bioenriquecimento requer uma série de avaliagdes em laboratorio, que visam caracterizar as
populacdes degradadoras dos contaminantes e conhecer as demandas dessas populagdes no
que se refere as condigdes ambientais apropriadas para o sucesso da biorremediagao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade metabodlica de populacdes bacterianas,
puras e mistas, em meio de cultura acrescido de Oleo diesel, assim como determinar a
eficiéncia de degradacao de hidrocarbonetos alcanos do 6leo diesel por essas populagdes, com
vistas a sua utilizagdo em biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de

petroleo.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Composicao do consorcio bacteriano

O consorcio bacteriano foi composto pelas linhagens pertencentes a colecao de
culturas do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA)
do Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Vigosa, identificados como
Acinetobacter baumannii LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum
anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter baumannii LBBMA ES11 e Bacillus subtilis LBBMA
155. Esses isolados foram obtidos de ambientes com histérico de contaminagdo por
hidrocarbonetos de petroleo (Tabela 1).

A selecdo das linhagens baseou-se na presenca de atributos como a capacidade de
produgdo de biossurfactantes, capacidade de degradar diferentes hidrocarbonetos do petrdleo
ou presenca de genes que codificam enzimas que participam no catabolismo dos compostos do

petrdleo.
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Tabela 1. Denominagéo, origem, método de isolamento e caracterizagdo das estirpes bacterianas
constituintes do consorcio para biorremediagdo de ambientes contaminados com petrdleo

Estirpe Origem Método de Caracterizacao
Isolamento
LBBMA 04 Landfarming Plagueamento direto Gram negativa; temperatura
Acinetobacter REGAP! em R,A ideal para crescimento na faixa de 30
baumannii a 35C; ndo produz biossurfactantes;
possui 0s genes para as enzimas
tolueno dioxigenase, PAH dioxigenase
inicial e naftaleno dioxigenase
LBBMA 58 Landfarming Cultura de Gram negativa; temperatura
Pseudomonas REGAP! enriqguecimento em  ideal para crescimento na faixa de 30
aeruginosa petréleo a 35C; produz biossurfactante; possui
0S genes para as enzimas alcano
hidroxilase e tolueno dioxigenase
LBBMA 88 Landfarming Cultura de Gram negativa; temperatura
Ochrobactrum REGAP! enriqguecimento em  ideal para crescimento na faixa de 30
anthropi petréleo a 35C; ndo produz biossurfactantes;
possui 0s genes para as enzimas
alcano hidroxilase e tolueno
dioxigenase
LBMMA ES11 Landfarming Cultura de Gram negativa; temperatura
Acinetobacter REGAP* enriquecimento em  ideal para crescimento na faixa de 30
baumannii petréleo a 35C; produz biossurfactante; ndo ha
informacdes especificas sobre genes
catabdlicos para esta estirpe
LBMMA 155 Solo de mangue Cultura de Gram positiva; temperatura

Bacillus subtilis

REDUC?

enriguecimento em

petroleo e

plagueamento direto

em R,A

ideal para crescimento na faixa de 30
a 35C; ndo produz biossurfactantes;
possui 0 gene para a enzima PAH

dioxigenase inicial

REGAP' — Refinaria Gabriel Passos, Betim, MG
REDUC? - Refinaria de Duque de Caxias, RJ.
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2.2 Avaliacdo da atividade catabolica dos isolados bacterianos

As culturas-estoque da colegdo utilizadas para compor o consorcio foram ativadas em
meio R,A (REASONER & GELDREICH, 1985) por 18 h a 30°C, e a suspensdo celular foi
submetida a sucessivas lavagens em solugao salina estéril. Um volume de inéculo do isolado,
suficiente para se obter uma densidade optica a 600 nm correspondente a 0,05, foi adicionado
a frascos respirométricos de 500 mL (GibcoBRL, Life Technologies) contendo 100 mL de
meio mineral NMP (MARSAGIN & SCHINNER, 1998) acrescido de 6leo diesel a 2% (v/v).
Os frascos foram acoplados a um respirdmetro (Mod. TR-RM8 Respirometer Multiplexer —
Sable Systems) dotado de um leitor de infravermelho (Sable Systems International, NE, USA)
e a variacao de temperatura durante os ensaios respirométricos foi monitorada. A liberacao do
CO; produzido pelas células bacterianas foi avaliada ao longo de 14 dias. Como controles,
foram utilizados frascos contendo meio mineral NMP sem a adi¢ao de diesel inoculado com

bactérias e, também, frascos ndo-inoculados contendo meio mineral NMP com diesel.

2.3 Degradacéo de hidrocarbonetos alcanos de dleo diesel

As linhagens bacterianas foram inoculadas separadamente e em consorcio em frascos de
“Headspace” contendo 15 mL do meio de cultura NMP (MARSAGIN & SCHINNER, 1998)
acrescido de 6leo diesel a 2% (v/v). Os frascos foram mantidos sob incubagdo a 30°C em
agitador orbital a 200rpm, por 30 dias. A degradacdo dos hidrocarbonetos alcanos de petréleo
foi determinada utilizando-se o método de “Headspace” (SERRANO E GALAGO, 2004),
seguido de analises por cromatografia gasosa em cromatografo acoplado a um espectrometro
de massa (GC/MS) Shimadzu®, modelo 17-A, tendo He como gas de arraste e coluna capilar
Nukol® de 100m x 0,20mm x 0,25um i.d, nas seguintes condi¢des: temperatura inicial de 40°C
(2 min), rampa de aquecimento de 8°C min™ até 240°C. A temperatura do injetor foi de 260°C
e a do detector 280°C. As andlises cromatograficas foram realizadas aos 7, 15 e 30 dias apos o

inicio da incubagao.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade catabdlica das linhagens bacterianas em culturas puras e mistas em

meio de cultivo acrescido de 6leo diesel

As linhagens nao diferiram quanto a emissdo de CO, em meio mineral acrescido de dleo
diesel, ao longo de 400 horas de incubacdo (Figura 1A). Nos tratamentos inoculados com as
culturas puras, a quantidade de CO, acumulado variou entre 900 e 1500 umol. A inoculacao
dos microrganismos em consorcio teve um efeito significativo sobre a degradacdo dos
hidrocarbonetos. Nesse tratamento, a quantidade de CO, evoluido foi cerca de 2,7 vezes maior
do que nos tratamentos com as culturas puras. Este resultado indica que os diferentes isolados
utilizam fragdes distintas de hidrocarbonetos presentes no o6leo diesel, ou que esteja ocorrendo
a complementaridade de rotas catabolicas.

Os resultados gerados pela respirometria corroboram com os resultados obtidos pelas
curvas de crescimento das linhagens bacterianas em culturas puras e mista, em meio de cultivo
acrescido de 6leo diesel a 2% (v/v). Nesse ensaio, constatou-se maior produ¢do de células no
tratamento com o consorcio bacteriano (Figura 2 A).

Nao houve produg¢dao de CO, ou crescimento expressivo nos tratamentos sem o6leo
diesel, tanto nos tratamentos com culturas puras quanto no tratamento inoculado com o
consorcio (Figura 1B e 2 B). Esses dados confirmam que todos as linhagens utilizam

hidrocarbonetos de petroleo como fonte de carbono e energia.
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Figura 1 - CO; acumulado durante ensaio respirométrico para determinagdo da atividade
catabdlica de linhagens bacterianas em culturas puras e em consdrcio em meio de cultivo
acrescido de o6leo diesel (A) e em meio mineral sem adi¢cdo de o6leo diesel (B). Os
microrganismos foram inoculados em frascos de 500 mL contendo 100 mL de meio mineral
NMP e dleo diesel a 2% (v/v). Os frascos foram acoplados a um respirdmetro dotado de um

leitor de CO; a infravermelho e mantidos em condig@o estatica e temperatura ambiente (20 a
25°C) por 400 horas.
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Figura 2 — Curvas de crescimento das linhagens bacterianas em culturas puras e
em consodrcio, em meio mineral acrescido de 6leo diesel (A) e em meio mineral
sem adi¢do de oleo diesel (B). Os microrganismos foram inoculados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio mineral NMP e 6leo diesel a 2%
(v/v). Os frascos foram mantidos sob incubagdo a 30°C em agitador orbital a
200rpm, por 30 dias. As leituras da densidade 6ptica (D.O) foram realizadas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 600nm.

3.2 Degradacao de hidrocarbonetos alcanos do 6leo diesel em meio de cultura por

membros do consércio bacteriano

Todas as linhagens foram competentes em utilizar os hidrocarbonetos nonano, decano
e undecano como fonte de carbono (Tabela 2). Altas porcentagens de degradacdo foram

obtidas, tanto pelos isolados em culturas puras quanto pelo consorcio, ao final de 30 dias.
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Contudo, o consdrcio apresentou a maior eficiéncia de degradagdo ja nos primeiros dias de
incubacgao, obtendo ao final do experimento valores superiores a 99% de degradacdo para os

trés hidrocarbonetos analisados (Tabela 2).

Tabela 2 - Degradagdo de hidrocarbonetos alcanos pelos isolados bacterianos em culturas
puras e em consorcio cultivados em meio mineral acrescido de 6leo diesel a 2% (v/v), ao
longo de 30 dias de incubagdo a 30°C e 200rpm

Degradacao dos hidrocarbonetos

Linhagens bacterianas (%) Dias
Nonano Decano Undecano
) N 78,1 75,3 79,3 7
Acinetobacter baumannii
90,2 89,5 91,1 15
(Isolado 04)
98,7 93,8 94,7 30
Pseudomonas 77,9 89,2 90,1 7
aeruginosa 88.6 92,5 96,9 15
(Isolado 58) 99,2 93,7 97,2 30
] 80,9 82,4 85,4 7
Ochrobactrum anthropi
93,6 87,6 94,8 15
(Isolado 88b)
95,8 93,8 97,8 30
_ - 79,3 80,9 77,2 7
Acinetobacter baumannii
86,9 92,4 88,3 15
(Isolado ES11)
98,6 97,4 94,6 30
] o 89,9 78,6 83,4 7
Bacillus subtilis
96,5 92,7 94.4 15
(Isolado 155)
98,6 95,8 96,9 30
90,7 95,3 93,9 7
Consorcio 97,1 97,6 96,4 15
99,3 99,9 99,5 30
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4 DISCUSSAO

4.1 Utilizacao do oleo diesel como fonte de carbono por culturas puras e consorcio

bacteriano, em meio de cultura

A utilizagdo do o6leo diesel como fonte de carbono pelos isolados bacterianos foi
constatada tanto pelo ensaio respirométrico como pelas curvas de crescimento em meio
mineral contendo 6leo diesel como tnica fonte de carbono (Figuras 1 e 2). A evoluc¢ao de CO,
entre os isolados foi similar; contudo, no tratamento inoculado com o consoércio, a produgao
de CO; foi aproximadamente 64% maior que a obtida com Ochrobactrum anthropi, espécie
que apresentou a maior produgdo de CO,, dentre as diferentes linhagens. O resultado ¢ uma
indicacdo de que a associagdo entre as espécies neste consorcio foi benéfica para a utilizagao
dos hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel (Figura 1).

As linhagens componentes do consércio pertencem a géneros bacterianos citados na
literatura cientifica como potencialmente capazes de degradar hidrocarbonetos de petréleo
(VINAS et al., 2005; OGBONNA et al., 2007; UENO, et al., 2007; YUCHENG WU et al.,
2008). Além disso, vale ressaltar que os membros do consorcio bacteriano empregados neste
trabalho foram isolados de ambientes com histérico de contaminacao, € que a maioria contém
genes relacionados com o catabolismo de hidrocarbonetos (Tabela 1). Os microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos encontram-se com freqiiéncia no ambiente natural, e as
liberagdes acidentais de hidrocarbonetos levam a um enriquecimento seletivo in situ desses
organismos (MARQUEZ-ROCHA et al., 2004).

O crescimento dos isolados em culturas puras e em consorcio foi acompanhado ao
longo de 20 dias. A fase exponencial teve inicio nas primeiras horas do experimento,
provavelmente sustentada pela concentragdo de 6leo diesel que se encontrava soltivel no meio
de cultura (Figura 2 A). Assim, a quantidade de o6leo diesel soltivel no meio pode ter sido
maior que a demandada pela biomassa, que ainda era pequena, fazendo com que as bactérias
obtivessem altas taxas de crescimento. Verifica-se ainda um  perfil de degradacao
caracterizado pela diauxia, onde a estirpe consome, primeiramente, os compostos de facil
assimilagdo e passa por um periodo de adaptacdo aos compostos menos favoraveis que,
posteriormente, sdo consumidos (Figura 2 A). A rapida adaptacdo das bactérias ao meio
contendo 6leo diesel pode ser relacionada a origem destas linhagens, uma vez que essas foram
isoladas de ambientes com historico de contaminagdes por hidrocarbonetos de petrdleo. Isso

explicaria a auséncia de efeito toxico do oleo diesel e a rapida adaptacdo metabolica das
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bactérias para o catabolismo de hidrocarbonetos. Desta forma, estes microrganismos podem
ser considerados candidatos em potencial para aplicacdo biotecnoldgica ao simplificar o

processo de producao de indculo.

O crescimento mais expressivo foi o do consorcio bacteriano, promovido
provavelmente pelas interagdes entre as espécies que atuaram de forma a estimular as reagoes
co-metabolicas envolvendo os diferentes hidrocarbonetos constituintes do o6leo diesel,
possibilitando um aumento das interfaces microbianas em intimo contato e, desta forma,
permitindo uma maior troca de intermediarios ou produtos do metabolismo entre as espécies.
Além disso, vale ressaltar a capacidade de produgdo de biosurfactantes por algumas linhagens
que constituem o consodrcio bacteriano, o que facilita o acesso dos microrganismos as fragdes
de hidrocarbonetos de menor solubilidade. E possivel ainda que interacdes entre as
populagdes do consorcio tenham induzido a ocorréncia de alteracdes de hidrofobicidade dos
envoltorios celulares, o que poderia auxiliar no acesso direto de compostos hidrofébicos pelo
consércio como um todo, conforme sugerido por SIKKEMA et al. (1995). Os
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos podem ter acesso direto aos
hidrocarbonetos soluveis no meio aquoso. Quanto aos hidrocarbonetos de carater hidrofobico,
0 acesso pode se dar pela aderéncia direta dos microrganismos a superficies hidrofobicas
(reduzindo a distancia entre a célula e o substrato) ou pela producdo de biossurfactantes ou de
componentes especificos de superficie celular com propriedades emulsificantes (RON &
ROSENBERG 2002). Observou-se nos tratamentos-controle (sem adi¢ao de oleo diesel ao
meio de cultura) o crescimento de todos os isolados nas primeiras horas apds a inoculacao,
seguido por morte celular (Figura 2B). O crescimento inicial, na auséncia de fonte externa de
carbono organico, se deve a utilizagdo de reservas de energia endogenas pelos isolados

bacterianos.

Em apenas 15 dias, a degradacdo dos hidrocarbonetos nonano, decano e undecano foi
proxima ou maior do gqe 90%, tanto nos tratamentos inoculados com isolados em culturas
puras quanto em consorcio (Tabela 2). O resultado demonstra a elevada eficiéncia desses
isolados em utilizar hidrocarbonetos de petrdleo, o que possivelmente esta relacionado com a
ocorréncia de processos de adaptacdo e selecdo nos ambientes de origem desses
microrganismos (Tabela 1). Meyer et al. (1999) sugeriram que isolados a partir da mesma
amostra ambiental apresentam-se mais similares entre si quanto ao seu potencial degradativo,
comparando-se com representantes da mesma espécie, mas isolados de outro local. Segundo

HERBES (1981), citado por WILBERG (2006), solos e microrganismos previamente
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expostos a contaminantes nao possuem ou possuem menor periodo de aclimatagdo do que

aqueles sem prévia exposi¢ao.
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5 CONCLUSOES

A associacdo entre linhagens bacterianas em consorcio favoreceu a utilizagdo de
hidrocarbonetos do o6leo diesel tanto como fonte de carbono para a multiplicagdo celular

quanto para a obtencao de energia.

As linhagens bacterianas demonstraram que ndo necessitam ou que necessitam de
curto periodo de aclimatacdo para crescerem em meio de cultivo contendo 6leo diesel como

unica fonte de carbono.
O consorcio foi mais eficiente na degradagdo dos hidrocarbonetos nonano, decano e

undecano presentes em meio de cultivo, quando comparado as culturas puras. A degradacao

desses compostos pelo consoércio foi superior a 99% ap6s 30 dias de incubagdo.
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CAPITULO II

DINAMICA POPULACIONAL DE UM CONSORCIO
BACTERIANO DURANTE A DEGRADACAO DE
HIDROCARBONETOS TOTAIS DE PETROLEO EM SOLO
CONTAMINADO COM OLEO DIESEL
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RESUMO

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2009.
Dindmica populacional de um consorcio bacteriano durante a degradacdo de
hidrocarbonetos totais de petréleo em solo contaminado com oleo diesel. Orientador:
Marcos Rogério Tétola. Co-orientadores: Antdnio Galvao do Nascimento, Arnaldo Chaer
Borges e Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura, umidade e relagdo C:N:P
na dindmica populacional de um consorcio bacteriano e na seqiiéncia de degradacdo de
hidrocarbonetos totais de petréleo em solo contaminado com o6leo diesel. O consoércio
bacteriano estudado foi composto pelos isolados Acinetobacter baumannii LBBMA 04,
Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter
baumannii LBBMA ES11 e Bacillus subtilis LBBMA 155, isolados de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo. As variacdes de temperatura, umidade e
relagdo C:N:P geraram 18 tratamentos e o delineamento experimental adotado para se avaliar
os efeitos desses fatores na biodegradagdo foi o composto central rotacionado (DCCR). A
temperatura foi o fator ambiental que mais influenciou a biodegradagdo dos hidrocarbonetos
totais de petrdleo. As condi¢des Otimas para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos foram
35°C, relagdo C:N:P 125:10:1 e teor de agua equivalente a 60% da capacidade maxima de
retencdo. Os hidrocarbonetos de menor cadeia carbdnica (C12-C17, exceto C14) foram
rapidamente degradados nos primeiros 15 dias de incubag¢do. Nessa fase, 24% de HTP
presentes no solo haviam sido degradados. Ao final do periodo de avalia¢do (60 dias), 90%
dos HTP haviam sido degradados. Todos os membros do consorcio foram capazes de se
multiplicar no solo contaminado com 6leo diesel. Houve ampla oscilagdo das populagdes ao
longo do periodo de incubagdo. A maior densidade das populagdes de todos os membros do
consorcio foi observada aos 30 dias de incubacgdo, coincidindo com a fase de maior
intensidade de degrada¢do de HTP. Ao final de 60 dias, observou-se diminui¢do das
populacdes de todos os isolados componentes do consdrcio, as quais se mantiveram em torno
de 2,0 x 10’ UFC g'. Conclui-se que o consorcio bacteriano foi eficiente tanto na
colonizacdo do ambiente em que foi inoculado quanto na degradagdo de hidrocarbonetos

constituintes do 6leo diesel.
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ABSTRACT

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, september 2009.
Population dynamics of a bacterial consortium during the degradation of total
petroleum hydrocarbons in soil contaminated with diesel oil. Advisor: Marcos Rogério
Totola. Committee Members: Antonio Galvao do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges e
Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

This study aimed at evaluating the effect of temperature, humidity, and the C:N:P ratio
on population dynamics of a bacterial consortium and the sequence of petroleum
hydrocarbons degradation in soil contaminated with diesel oil. The bacterial consortium was
composed of the strains Acinetobacter baumannii LBBMA 04, Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter baumannii ES11 LBBMA,
and Bacillus subtilis LBBMA 155, isolated from environments contaminated with petroleum
hydrocarbons. Variations in temperature, humidity and the C: N: P ratio generated 18
treatments and the experimental design to evaluate the effects of these factors on
biodegradation and on microbial populations was the central composite rotational (DCCR).
The temperature was the main environmental factor influencing the biodegradation of
petroleum hydrocarbons. The optimum conditions for the biodegradation was 35 °C, C:N:P
125:10:1 and water content equivalent to 60% of the maximum retention. The hydrocarbons
of lower carbon chain (C12-C17, except C14) were rapidly degraded during the first 15 days.
In this phase, 24% of HTP in the soil were degraded. At the end of the evaluation period (60
days), 90% of TPH were degraded. All members of the consortium were able to multiply in
the soil contaminated with diesel oil. There was wide oscillation of populations throughout
the incubation period. The highest population density of all members of the consortium was
obtained at 30 days of incubation, what coincided with the highest degradation rate of TPH.
After 30 days, there was a steep decrease in the number of cells of all members of the
consortium, although the numbers were still at the order of 2,0 x 10’ CFU g by the end of

the experiment, at 60 days.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos do petroleo e de seus derivados sdo poluentes de grande relevancia
ambiental, em razdo dos grandes volumes dessas fontes que sdo produzidos, transportados e
armazenados. Os hidrocarbonetos de petréleo podem ser transformados em substincias
inertes, por meio da atividade catabolica de microrganismos presentes em solos € em corpos
de 4gua contaminados. No entanto, a biodegradacdao pode ser dificultada se as condigdes
ambientais ndo forem favoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos
degradadores (FANTROUSSI e AGATHOS, 2005). Limitagdes dessa natureza podem ser
superadas pela modificagdo das condi¢gdes de umidade, de disponibilidade de oxigénio, de pH,
de temperatura e de disponibilidade de nutrientes inorganicos.

A disponibilidade de agua em solos contaminados com hidrocarbonetos pode ser
considerada como um dos fatores ambientais mais limitantes da biodegradagdo. Isso decorre
do fato de que a agua ¢ essencial ao metabolismo microbiano, mas o seu teor no solo
apresenta relacdo inversa com a disponibilidade de oxigénio interferindo, conseqiientemente,
com a atividade dos microrganismos aerobios, que sdo os principais responsaveis pela
degradagdo dos hidrocarbonetos (HAIDER, 1999). Valores entre 50 ¢ 70% de umidade no
solo sdo considerados como Otimos para que ocorra a biodegradacdo (CASARINI et al.,
1991), embora haja relatos de efetiva degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos por
microrganismos em solos com teores de agua entre 30 ¢ 90 % (DIBBLE e BARTHA, 1979a).

A temperatura também tem um papel significativo para o sucesso da biorremediagao,
por afetar diretamente a atividade metabolica dos microrganismos. Alem disso, aumento ou
diminui¢do de temperatura promovem alteracdes no comportamento fisico ou quimico das
moléculas de hidrocarbonetos do petrdleo, tais como viscosidade e potencial de volatilizacao
(COULON et al., 2005). Muitos estudos sobre biodegradagdo de hidrocarbonetos consideram
30°C a temperatura ideal para atividade dos microrganismos degradadores desses poluentes
(MARGESIN & SCHINNER 1997, PARASKEVI et al.,, 2005; LOH e YU, 2000;
ANNADURALI et al., 2002), embora a oxidacdo de compostos oleosos possa geralmente
ocorrer no intervalo de 0 até 55 °C (WILBERG, 2006).

No processo de biorremediagdo, ¢ necessario que o pH seja o compativel com o
requerido para a manutencdo de elevada atividade dos microrganismos. O pH do solo afeta
diretamente a atividade dos microrganismos, em razio dos efeitos dos ions H' na
permeabilidade de membranas ¢ na atividade enzimadtica; indiretamente, tem influéncia na

disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do aluminio e de outros metais
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pesados, que podem ser toxicos aos microrganismos (WILBERG, 2006). Valores de pH
proximos a neutralidade, entre 6,5 e 8, favorecem a atividade microbiana e também a
precipitagdo de metais pesados (LEEPER, 1978). ATAGANA et al. (2003) observaram que as
maiores contagens de microrganismos degradadores ¢ maior degradacdo de hidrocarbonetos
no solo ocorreu em valores de pH de 6,5 ¢ 7. A contaminacao por hidrocarbonetos pode
alterar o pH do solo (AMADI et al. 1996) e promover alteragdes na microbiota. Em
ambientes com baixo pH, pode haver a predominancia de fungos, uma vez que estes sdo mais
aptos a crescerem em condi¢des acidas quando comparados com as bactérias (DEOTTI,
2005).

O requerimento nutricional dos microrganismos que participam da biorremediacao em
ambientes contaminados com hidrocarbonetos, principalmente de N e P, estd estreitamente
relacionado com a espécie microbiana, com o tipo de contaminante e com o ambiente. A
relacdo C:N:P depende da taxa de crescimento especifica, da composicdo elementar da
biomassa microbiana e da eficiéncia de conversdao maxima de C ou coeficiente de rendimento
(Y) (VREDE et al., 2002). Baixa disponibilidade do composto poluente, assim como a
competicao por N e P entre raizes de plantas e microrganismos, podem tornar as condi¢des
nutricionais no ambiente limitantes ao crescimento € a atividade microbiana, havendo a
necessidade do aporte desses nutrientes (LEYS, et al., 2006). Embora os efeitos da adi¢do de
N e P na biodegradagdo de poluentes no solo sejam conflitantes, a relacdo C:N:P de 100:10:1
¢ geralmente usada e recomendada na biorremediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petroleo (BOUCHEZ et al., 1995).

O tipo de solo, além de influenciar a biodisponibilidade dos contaminantes, também
afeta a estrutura, a atividade e a densidade das populagdes que compdem a comunidade
microbiana (SCHERR et al., 2007; LABUD et al., 2007). Os hidrocarbonetos de petrdleo, por
serem poluentes hidrofobicos, tendem a ser adsorvidos na matriz do solo, o que diminui a sua
disponibilidade aos microorganismos ¢ a conseqiliente biodegradagao. Essa tendéncia ¢ ainda
maior em solos com altos teores de matéria organica e de argila (LABUD et al., 2007).

As condi¢cdes ambientais, além de serem determinantes para a sobrevivéncia e
atividade dos microrganismos envolvidos na biodegradacdo de poluentes, podem também
promover mudangas na dindmica populacional de uma comunidade microbiana e na atividade
de biodegrada¢do (Vinas et al., 2005). Por essa razdo, o monitoramento da dindmica
populacional dos microrganismos envolvidos na biorremediagdo de ambientes contaminados
com petroleo ou com seus derivados, € parte importante em operagdes de biorremediagdo. A

integragdo desse monitoramento com a avaliacdo da seqiiéncia de degradacdo de moléculas

30



especificas, presentes em misturas complexas, ¢ um refinamento que pode auxiliar na
identificacdo de populagdes que possam, eventualmente, ser utilizadas como marcadores do
processo de biorremediacdo. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre
o padrao de flutuacao das populagdes de um consorcio bacteriano e o padrdo de consumo de
hidrocarbonetos em um solo contaminado com o6leo diesel, em reposta aos fatores

temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Montagem dos Microscosmos

O solo utilizado foi proveniente de um corte localizado na rodovia Vigosa/Paula
Candido, MG. O material foi peneirado em peneira de 5Smm e analisado quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1), sendo enquadrado na classe textural de muito
argiloso. Este solo foi esterilizado com a dose de 25 Mrad de radiacdo y por uma fonte de
%Co no Laboratorio de Irradiagdes no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear,
Belo Horizonte, MG. A umidade do solo foi ajustada para 40, 60 e 80 % (v/p) da capacidade
maxima de retengdo de agua. Foram feitos ajustes nutricionais para diferentes valores C:N:P
(50:10:1; 100:10:1 e 200:10:1). O pH foi ajustado para 7, por meio da aplicagdo de CaCOs e
MgCOj; na propor¢ao de um grama de CaCOspara 0,21 g de MgCOs.

O solo foi dividido em microcosmos de aproximadamente 30 g de solo, os quais foram
mantidos em incubadora tipo BOD nas temperaturas de 20, 30 ¢ 50°C. A umidade foi
corrigida freqiientemente para se manterem os valores acima referidos. Parte dos
microcosmos, uma semana apoés a adi¢do de nutrientes, foi contaminada com oleo diesel (20

ml Kg™). Amostras ndo-contaminadas serviram como controle experimental.

Cada linhagem bacteriana componente do consoércio foi cultivada em meio R,A até o
valor de D.O. correspondente ao final de fase logaritmica de crescimento. As culturas assim
preparadas foram misturadas de modo a se obter uma concentracdo final de 10° UFCmL™" de
cada isolado. Em seguida, 2 mL da mistura foram adicionados a frascos contendo 30g de solo

previamente preparado e contaminado, como descrito anteriormente.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas do solo utilizado no experimento de

biodegradacdo de 6leo diesel por um consoércio bacteriano

Caracteristica Unidade Valor
Areia grossa dag kg 12
Areia fina dag kg™ 11
Silte dag kg™ 4
Argila dag kg™! 73
pH (H,0) unidade de pH 4,8
CRA ” 48,89
C org dag kg 3,20
N total dag kg™! 0,06
P mg dm”™ 0,5
K mg dm”™ 39
Ca*" cmol, dm™ 0,33
Mg** cmol, dm™ 0,01
A" cmol, dm™ 0,77

Capacidade maxima de retencao de agua (CRA); carbono orgéanico (C org);

dag kg (%).

2.2 Determinacdo da degradacdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo no solo
sob diferentes condicGes de temperatura, nutricionais e umidade

O solo contaminado com o6leo diesel e inoculado com o consorcio bacteriano foi
mantido em BOD durante 60 dias sob as diferentes condi¢cdes de temperatura, umidade e
disponibilidade nutricional, conforme anteriormente descrito. Amostras dos solos incubados
foram retiradas a cada 15 dias para verificacdo da seqiiéncia de degradacao dos
hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) pelo consércio bacteriano. A extragdo de
hidrocarbonetos totais do petroleo (TPH) foi realizada em extrator Soxhlet, segundo o método

3540C (EPA, 1996). Para isso, utilizaram-se 2 g de solo e 200 mL dos solventes hexano e
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acetona (1:1). O periodo de extragao foi de 6 horas. Os extratos foram analisados em
cromatografo a gas (QP 5000) acoplado a um espectrometro de massa (Shimadzu®, modelo
17-A), utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida DB-1 (30m x 0,25 mm x 0,25 pum),
nas seguintes condigdes: temperatura inicial de 40°C (2 min), rampa de aquecimento de 8°C
min™ até 240°C. A temperatura do injetor foi de 260°C e do detector 280°C. O fluxo do gas

hélio foi de I mL min™' e o modo de injegéo foi splitless.
2.3 Avaliacéo da dindmica populacional dos membros do consorcio bacteriano

Para verificagdo da flutuagdo populacional, foi realizada contagem de UFC g massa
seca do solo, em placas contendo meio seletivo adicionado dos antibidticos requeridos para
cada um dos isolados (Tabela 2). Para isso, 10 g de cada amostra foram diluidos em 95 mL de
pirofosfato de sodio a 0,1 % (massa/volume). Apos agitacdo a 200 rpm por 20 min, foram
realizadas dilui¢des seriadas e plaqueamento de 0,1 mL em placas contendo meio Miller
Hinton adicionado dos antibioticos. Para inibir o crescimento de fungos, foi adicionada
ciclohexamida (100 mg L") ao meio. As placas foram mantidas a 30°C até a contagem das

coldnias formadas na superficie do meio de cultura.

Tabela 2 — Antibidticos especificos selecionados para contagem das bactérias componentes do

o -1
consorcio (UFC g massa seca do solo).

Linhagens bacterianas Antibioticos
Acinetobacter baumannii Ampicilina + Cefoxitina
Pseudomonas aeruginosa Imepenem

Ochrobactrum anthropi ~ Amoxicilina + Clavulanato
Acinetobacter baumannii Penicilina

Bacillus subtilis Gentamicina + Cefoxitina

2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado para as analises dos efeitos dos fatores
temperatura, teor de umidade e relacdo C:N:P na biodegradacdo dos hidrocarbonetos totais de
petréleo foi o delineamento composto central rotacionado (DCCR), conforme descrito na

tabela 3.
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A significancia estatistica do modelo foi avaliada empregando-se o teste de Fisher para
a analise da varidncia (ANOVA). O teste t de Student foi utilizado para se determinar a
significancia estatistica dos coeficientes da regressdo. As andlises de regressdo e a construgdo
dos graficos foram realizadas utilizando-se o software estatistico MINITAB® (versdo demo
15, Minitab Inc.). A analise de fatores permite estudar t tratamentos avaliados por um ntimero
relativamente grande de varidveis-resposta Y's, por meio de um menor numero de fatores de
agrupamento das mesmas em funcdo das suas correlagdes. Portanto, aquelas pertencentes a
um mesmo fator serdo fortemente correlacionadas entre si, mas pouco com as de outro fator.
Desse modo, o objetivo ¢é representar a informagao do conjunto de valores de cada variavel
resposta Yy (w = 1, 2, ..., p) por outro que envolve os valores de cada fator F; j = 1, 2, ...,
k<p), por meio da decomposi¢ao da matriz de variancias e covariancias referente aos valores
originais de Y. Para agrupamento dos diferentes hidrocarbonetos (C12 a C22) foram
estimados fatores rotacionados, pardmetro varimax, baseando-se nos autovalores obtidos pela
matriz de correlagdes. Os fatores foram escolhidos segundo Jolliffe 1992, ou seja, foram
analisados aqueles com autovalor maior que 0,7. Os hidrocarbonetos ndo representados pelos
fatores estimados (comunalidade < 0,64) foram analisados separadamente. A
representatividade foi avaliada pelos valores de comunalidade de cada variavel no conjunto de

fatores estimados.
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Tabela 3 — Modelo do delineamento experimental DCCR utilizado para as analises dos efeitos
dos fatores temperatura, teor de umidade e relacio C:N:P na biodegradagdo dos
hidrocarbonetos em solo contaminado com 6leo diesel

Trat Temp. (c°) C:N:P Umidade (%)
1 26 80:10:1 48
2 43 80:10:1 48
3 26 16:10:1 48
4 43 169:10:1 48
5 26 80:10:1 71
6 43 80:10:1 71
7 26 169:10:1 71
8 43 169:10:1 71
9 20 125:10:1 60
10 50 125:10:1 60
11 35 50:10:1 60
12 35 200:10:1 60
13 35 125:10:1 40
14 35 125:10:1 80

*15 35 125:10:1 60
*16 35 125:10:1 60
*17 35 125:10:1 60
*18 35 125:10:1 60

* Ponto central

36



3 RESULTADOS

3.1 Efeito da temperatura, umidade e relacdo C:N:P na biorremediac¢éo de solo
contaminado com 6leo diesel por consoércio bacteriano

A andlise de fatores para diminui¢do do nimero de varidveis a serem avaliadas,
segundo metodologia apresentada acima, precedeu a analise de variancia e ajuste do modelo
de resposta da degradacao em funcdo dos fatores temperatura, umidade e relacdo C:N:P. Os
coeficientes utilizados na estimativa de cada fator e para cada tempo avaliado, bem como as
respectivas comunalidades destes fatores, sdo apresentados em anexo nas tabelas 1, 2, 3 e 4.
Estimativas dos coeficientes dos fatores analisados e os modelos ajustados para resposta de
degradacdo, em cada tempo de atuagao do consércio bacteriano, estdo apresentados nas
tabelas 5 e 6 em anexo, respectivamente.

De acordo com o modelo estimado para resposta de degradacdio em funcdo da
temperatura, umidade e relagdo C:N:P, os niveis representados pelo ponto central (Tabela 3)
associaram-se aos valores maximos de degradagao dos hidrocarbonetos totais de petroleo C12
- C22.

Dentre os fatores ambientais estudados, a temperatura apresentou efeito quadratico
significativo sobre a eficiéncia de degradagdo dos hidrocarbonetos de petroleo pelo consorcio
bacteriano, em todos os tempos avaliados (15, 30, 45 e 60 dias de incubagado do solo). Aos 15
dias de incubagdo do solo, a maxima degradacao foi associada a temperatura de 35°C (Figura
1). Os demais fatores (umidade e relacdo C:N:P) ndo apresentaram, nessa fase, efeito

significativo sobre a capacidade de biodegradagdo pelo consoércio bacteriano.
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Influéncia da Temperatura na biorremediacao
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Figura 1 — Efeito quadratico da temperatura na biodegradacao de HTP no
solo contaminado com o6leo diesel, apos 15 dias de incubagdo. O pico do
grafico representa a maxima degradagdo dos hidrocarbonetos.

Aos 30 e aos 45 dias, houve efeito quadratico da temperatura, da umidade e da relacao
C:N:P sobre a biodegradacao dos hidrocarbonetos de petrdleo (Figuras 2 a 7). A méxima
degradacdo foi observada sob temperatura de 35°C, teor de 4gua equivalente a 60% da
capacidade maxima de retencdo de agua e relagcao C:N:P de 125:10:1, valores correspondentes
aos niveis do ponto central.

Aos 60 dias, ocorreu efeito significativo para a interacdo entre temperatura e relacao
C:N:P na biodegradagao dos hidrocarbonetos (Figura 8). A maxima degradacdo foi observada
sob temperatura de 35°C e relagdo C:N:P de 125:10:1, valores correspondentes aos niveis do
ponto central. Nessa fase, ndo foi verificado efeito significativo do teor de dgua sobre a
degradacdo de hidrocarbonetos, na faixa avaliada (40 a 80% da capacidade maxima de
reten¢do de 4gua). Ao final do experimento, os resultados revelaram efeito quadratico da
relacdo C:N:P e da interagcdo entre a temperatura e relagdo C:N:P sobre a biodegradagdo.
Novamente, a maxima degradagdo obtida foi associada aos niveis do ponto central (Figura 6 ¢

7).
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Figura 2 — Gréaficos de contorno e superficie de resposta do efeito da
temperatura e relagdo C:N:P na biodegradagdao de HTP no solo contaminado
com o6leo diesel, apds 30 dias de incubagdo. A area com F1 > 1 do grafico de
contorno (A) e o pico do grafico de superficie de resposta (B) representam a
maxima biodegradacdo de hidrocarbonetos. A relacdo C:N:P ¢ dada na forma

de C:10:1.
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Figura 3 — Graficos de contorno e superficie de resposta do efeito da
temperatura ¢ umidade na biodegradagdo de HTP no solo contaminado com
6leo diesel, ap6s 30 dias de incubagdo. A area com F1 > 1, no gréafico de
contorno (A) e o pico do grafico de superficie de resposta (B) representam a
maxima biodegradacdo de hidrocarbonetos.
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Figura 4 — Graficos de contorno e superficie de resposta do efeito da umidade e
relagdo C:N:P na biodegradagao de HTP no solo contaminado com ¢6leo diesel,
apods 30 dias de incubagdo. A drea com F1 > 1 do grafico de contorno (A) e o
pico do grafico de superficie de resposta (B) representam a maxima
biodegradacdo de hidrocarbonetos. A relagdo C:N:P ¢ dada na forma de
C:10:1.

41



F1
[ | < -10
B -10- -05
B o5- 00

00- 05

05- 1,0
B 10- 15
W 15- 20
[ | > 20

Umidade (%26)

35 40 45
Temperatura (°C)

F1

-1 4 80

60

Umidade (%0)
20 30
40 40

Temperatura (°C)

Figura 5 — Gréaficos de contorno e superficie de resposta do efeito da
temperatura ¢ umidade na biodegradacdo de HTP no solo contaminado com
oleo diesel, apds 45 dias de incubacdo. A area com F1 < -1 do grafico de
contorno (A) e a maxima depressao do grafico de superficie de resposta (B)
representam a maxima biodegradacdo de hidrocarbonetos.
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Figura 6 — Graficos de contorno e superficie de resposta do efeito da umidade e
relacdo C:N:P na biodegradacdo de HTP no solo contaminado com o6leo diesel,
apods 45 dias de incubagdo. A area com F1< -1 do grafico de contorno (A) e a
maxima depressdo do grafico de superficie de resposta (B) representam a
maxima biodegradag¢do de hidrocarbonetos. A relagdo C:N:P ¢ dada na forma
de C:10:1.
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Figura 7 — Graficos de contorno e superficie de resposta do efeito da interagao
entre temperatura e relacdo C:N:P na biodegradagdo de HTP no solo
contaminado com 6leo diesel, apos 45 dias de incubagdo. A area com F1< -1
do grafico de contorno (A) e a maxima depressdo do grafico de superficie de
resposta (B) representam a méxima biodegradagdo de hidrocarbonetos. A
relacdo C:N:P ¢ dada na forma de C:10:1.
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Figura 8 — Graficos de contorno e superficie de resposta do efeito da
temperatura e relacdo C:N:P na biodegradacdo de HTP no solo contaminado
com oOleo diesel, apds 60 dias de incubagdo. A area com F1> 1 do grafico de
contorno (A) e o pico do grafico de superficie de resposta (B) representam a
maxima biodegradacdo de hidrocarbonetos. A relagdo C:N:P ¢ dada na forma
de C:10:1.
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3.2 Degradacédo de HTP por consorcio bacteriano em solo contaminado com dleo
diesel

O consorcio bacteriano foi capaz de degradar os hidrocarbonetos totais de petroleo
(HTP) em solo contaminado com o6leo diesel, ao longo dos 60 dias de incubagdo (Figura 9).
Aos 15 dias, aproximadamente 40% dos HTP presentes no solo haviam sido degradados. A
degradacdo, ao final de 60 dias de incubagdo, foi de 90% dos HTP do 6leo diesel.
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Figura 9 - Degradagdo (%) de HTP em solo inoculado com um consorcio
bacteriano. O solo foi contaminado com oleo diesel (20 mL kg™) e
incubado por 60 dias em camara de crescimento ventilada, a 30°C, 80% de
reten¢dao de umidade e relagao C:N:P de 125:10:1. Amostras do solo foram
retiradas para analise de cromatografia gasosa no inicio do experimento
(A), aos 15 dias (B), 30 dias (C), 45 dias (D) e 60 dias (E).

Os hidrocarbonetos de menor cadeia carbonica (C12, C14 e C15) foram os mais
rapidamente degradados pelo consércio bacteriano (Figura 10 B). Verificou-se ainda, ao
longo do tempo, que dentre os HTP analisados, o hidrocarboneto com 17 atomos de carbono
foi o menos eficientemente degradado pelo consércio bacteriano (Figura 10 E). E importante
ressaltar, porém, que o aumento da concentra¢do desse hidrocarboneto, entre o0 30° € 0 60° dia
de incubacdo (Figuras 10 D e 10 E), pode indicar a ocorréncia de conversdo de

hidrocarbonetos de cadeia maior a hidrocarbonetos de cadeia mais curta, incluindo o C17.
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Figura 10 — Degradacdao de HTP (C12 — C22) no solo, representada pelas areas
dos picos cromatograficos, apos inocula¢dao do consorcio bacteriano. O solo foi
contaminado com 6leo diesel (20 mL kg) e incubado por 60 dias em cAmara
de crescimento ventilada, a 30°C, 60% de retengdo de umidade e relagdo
C:N:P de 125:10:1. Amostras do solo foram retiradas para andlise por
cromatografia gasosa no inicio do experimento (A), aos 15 dias (B), 30 dias
(C), 45 dias (D) e 60 dias (E).
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3.3 Avaliacdo das populacdes constituintes do consércio bacteriano durante a
degradacdo de hidrocarbonetos em solo contaminado com 6leo diesel
As populacdes de todos os isolados constituintes do consércio bacteriano
apresentaram ampla flutuagdo ao longo dos 60 dias de incubagdo do solo contaminado com
6leo diesel (Figura 11). Aos 15 dias de incubagdo, ocorreu um aumento expressivo do nimero
de células do consorcio; nessa fase, foi constatada uma predominancia do isolado Bacillus
subtillis LBBMA 155 e uma similaridade entre as populagdes de Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 58 e Ocrhobactrum antrhopi LBBMA 88b (Figura 11). Aos 30 dias de incubagio,
foi verificada a maior densidade populacional de todos os membros do consorcio, exceto para
o isolado Acinetobacter baumannii LBBMA ES11. Apds 45 dias, houve reducdo do niamero
de células de todos os membros do consorcio (Figura 11). O isolado Acinetobacter baumanni
LBBMA ES11 apresentou, dentre os membros do consércio, a menor densidade populacional,
ao longo dos 60 dias de incubacdo do solo contaminado com oleo diesel. No solo nao-
contaminado, os isolados bacterianos apresentaram crescimento nos primeiros dias de

incubacao, seguido de declinio do numero de células (Figura 12).
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Figura 11 - Contagem de células do consorcie bacteriano presentes em solo
contanminado com dleo diesel. O solo foi contanminado com oleo diesel (20
mL kg') e incubado por 60 dias em camara de crescimento ventilada, a
30°C, 60% de retengio de unudade e relagio C:N:P de 125:10:1. Amostras
do solo destinadas ao plaqueamento em neio de cultura contendo
antibioticos egpecificos para cada membro do consorcie bacteriano foram
retiradas no inicio do experimento aos 13 dias. 30 dias. 45 dias e 60 dias.
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Figura 12 - Contagem de células do consorcio bacteriano presentes em solo
sem adi¢ao de oleo diesel. O consorcio bacteriano foi imnoculado em solo
esteril e mantido por 60 dias em camara de crescimento ventilada, a 30°C,
60% de reten¢ao de umudade e relacao C:N:P de 125:10:1
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeito dos fatores temperatura, umidade e relacdo C:N:P na biodegradagdo

de hidrocarbonetos totais de petréleo no solo contaminado com éleo diesel

Dos fatores ambientais avaliados, a temperatura foi a unica que influenciou
significantemente a biodegradacao dos hidrocarbonetos totais de petroleo, em todos os tempos
analisados. A temperatura mais favoravel para a biodegradacdo de HTP constituintes do 6leo
diesel pelo consorcio bacteriano foi 35°C (Figura 1). A temperatura afeta diretamente a
atividade metabolica dos microrganismos, além de promover alteragdes fisico-quimicas nas
moléculas de hidrocarbonetos do petroleo, tais como viscosidade e volatilizagdo (COULON et
al., 2005). Embora a biodegradacdo dos hidrocarbonetos possa ocorrer numa faixa de
temperatura relativamente ampla, de 0°C a 70°C (SORKHOH et al, 1993), muitos estudos
sobre biodegradacdo de hidrocarbonetos consideram 30°C a temperatura ideal para a
atividade dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos (MARGESIN & SCHINNER
1997; PARASKEVI et al., 2005; LOH e YU, 2000; ANNADURAI et al., 2002), De modo
geral, em baixas temperaturas, a viscosidade do 6leo aumenta e a volatilizagao dos alcanos de
cadeia curta se torna reduzida, acarretando num processo de biodegradacdo mais lento. Além
disso, maximas atividades de enzimas envolvidas no catabolismo de hidrocarbonetos sao
observadas em temperaturas variando entre 30 e 40°C (BENTO, 2005).

O efeito exercido pela relacdo C:N:P na degradagcdo de HTP ocorreu a partir de 15 dias
apds o inicio do experimento. Neste trabalho, a relagdo C:N:P que propiciou a maior
biodegradacao dos hidrocarbonetos de petroleo foi a de 125:10:1. Houve ainda efeito
significativo da intera¢do deste fator com a temperatura sobre a degrada¢do dos HTP apds 45
dias (Figuras 7 e 8). A relacdo C:N:P de 100:10:1 tem sido normalmente recomendada em
operacdes de biorremediagao de hidrocarbonetos (CHENG & MULLA, 1999). Entretanto, as
pesquisas que avaliaram os efeitos da adicdo de N e P ao solo demonstram resultados
conflitantes, o que provavelmente se deve as especificidades de cada ambiente, no que se
refere a teores de nutrientes no solo, tipo de contaminante e populagdes microbianas
envolvidas (LEYS et al., 2005). ATAGANA et al. (2003) reportaram que a degradacao de
hidrocarbonetos foi muito baixa na relagao C:N natural do solo de 130:0,08. Nas relacdes C:N
de 25:1, 20:1, 15:1, 10:1 e 5:1, e C:N:P de 10:1:2, as porcentagens de degradagdes foram
proximas, com valor médio de 55%. MILLS & FRANKENBERGER (1994) obtiveram

aumentos de aproximadamente 50% na mineralizagdo do 6leo diesel com a adigdo de 100 a
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500 mg kg de fosforo ao solo. Por outro lado, BENTO et al. (2005) ndo observaram
diferengas entre a biorremediacdo passiva e a bioestimulacdo com N e P na remocdo de

hidrocarbonetos leves e pesados do solo.

O efeito da umidade na biodegradacdo de HTP foi significativo apds 15 dias de
incubacdo do solo contaminado com o6leo diesel (Figuras 3 a 6). No entanto, esse fator ndo
apresentou influéncia na biodegradagdo aos 60 dias de incubagao do solo. O teor de 4gua mais
favoravel encontrado neste experimento foi o equivalente a 60% da capacidade maxima de
reten¢do de 4gua. A umidade do solo ¢ considerada por HAIDER (1999) o fator ambiental
mais critico na biodegradacado, pois uma alta atividade microbiana somente ocorrera se houver
adequada disponibilidade de agua aos microrganismos. Além disso, o teor de dgua no solo
tem relacdo inversa com a disponibilidade de oxigénio e, conseqiientemente, com a atividade
dos microrganismos aerdbios, que sdo os principais responsaveis pela degradacao dos HTPs.
Segundo ALEXANDER (1999), as condigdes Otimas para a biodegradacdo de
hidrocarbonetos em solo ocorrem entre 50 e 70% de retencdo de dgua. ATAGANA et al.
(2003), avaliando a influéncia de diferentes teores de dgua do solo sobre a biodegradagdo de
hidrocarbonetos, confirmaram a faixa de 60 — 70% de retencdo de agua como a mais
favoravel ao crescimento da comunidade microbiana degradadora e a degradagdo dos

contaminantes.

4.2 Degradacao de HTP e flutuacéo populacional do consorcio bacteriano em solo
contaminado com 06leo diesel

Ao final de 60 dias de incubacdo do solo contaminado com 6leo diesel, a degradacao
de HTP no solo inoculado com o consorcio bacteriano chegou a 90% (Figura 9). Esse
resultado € superior ao obtido por MARIANO et al. (2007), que utilizaram um consorcio
contendo as espécies bacterianas Ochrobactrum anthropi, Stenotrophomonas maltophilia e
Bacillus cereus. Naquele trabalho, 45,5% de HTP foram degradados apo6s 55 dias de
incubagdo de um solo contaminado com 6 mL Kg™' de ¢leo diesel.

Os hidrocarbonetos totais de petroleo de menor peso molecular foram mais
rapidamente degradados pelo consorcio bacteriano (Figura 10 B). Isso se deve ao fato dos
microrganismos apresentarem uma habilidade degradadora decrescente com o aumento da
cadeia dos hidrocarbonetos, bem como com o aumento da complexidade de suas estruturas
(TRINDADE, 2002; LOEHR et al. 2001). Em geral, quanto maior o nimero de atomos de

carbono de um hidrocarboneto, maior € a sua persisténcia no ambiente, como conseqiiéncia de
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uma menor perda por evaporacdo ¢ menor solubilidade, a qual dificulta a biodegradacao
(MARQUES JR., 2002).

A contagem de células revelou a ocorréncia de amplas flutuagdes populacionais do
consorcio bacteriano ao longo da biorremediagdo do solo contaminado com 6leo diesel. Apos
15 dias da inoculacdo dos microrganismos no solo, ocorreu um aumento expressivo do
nimero de células de todos os membros do consoércio. Esse resultado demonstra a capacidade
dos membros do consércio em utilizar os hidrocarbonetos totais de petroleo como fonte de
carbono e energia, o que possivelmente estd relacionado com a ocorréncia de processos de
adaptagdo e selecdo nos ambientes de origem desses microrganismos (Tabela 1, Capitulo I).

No solo ndo-contaminado com o6leo diesel, os isolados bacterianos do consorcio
apresentaram um aumento inicial do numero de células (Figura 12), resultado atribuido a
utilizacdo de matéria organica do solo ou de reservas das proprias células como fonte de
carbono e de energia. Esse aumento foi acompanhado de um rdpido decréscimo das
populagdes, cujas densidades populacionais no solo ndo-contaminado foram cerca de uma
ordem de magnitude menor do que as alcancadas nas fases de méximo crescimento no solo
contaminado com 6leo diesel.

Dentre os membros do consoércio, o isolado Bacillus subtillis LBBMA 155 foi o que
apresentou a maior densidade populacional em todos os tempos avaliados. Por outro lado,
Acinetobacter baumanni LBBMA ES11 foi o que esteve em menor niimero ao longo de todo
o periodo de incubag¢do. A dindmica populacional de consoércios microbianos, durante a
biorremediacdo de ambientes contaminados com petrdleo e seus derivados, tem sido abordada
em muitos trabalhos (FRIES et al., 1997, MACNAUHTON et al., 1999; ADMON et al.,
2001; CHRISTOPHER et al., 2004). A flutuagdo das populagdes bacterianas de um consoércio
pode estar relacionada a especificidade das bactérias quanto as fases inicial e posterior da
biorremediacdo, que por sua vez se relaciona com a ordem de degradagdo dos hidrocarbonetos
de petrdleo (alcanos > cicloalcanos > aromaticos policiclicos) (DELILLE et al., 2007). As
bactérias apresentam atividades metabolicas especificas para degradarem os diferentes
hidrocarbonetos de petréleo (MARGESIN et al., 2007). O caminho metabolico responsavel
pela biodegradagao aerébica completa dos n-alcanos ¢ dado, inicialmente, pela incorporagio
do oxigénio ao substrato, envolvendo a atividade de monoxigenases € com a conseqiiente
geracdo de alcoois. Estes sdo oxidados a aldeidos e, posteriormente, a dcidos graxos, seguindo
seu caminho metabolico até serem completamente mineralizados a CO, e H,O (HUBERT et
al., 2005). O caminho metabolico para biodegradagdo dos isoalcanos inicia-se pela oxidagao

das ramificacdes mais suscetiveis a degradagao, e assemelha-se a seguir ao da degradagao dos
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alcanos lineares (PETERS & MOLDOWAN,1993). Os hidrocarbonetos insaturados sao
menos suscetiveis a biodegradacdo, quando comparados aos hidrocarbonetos saturados. O
ataque bacteriano pode iniciar-se tanto pela ligacdo dupla, como pela ramificacdo encontrada
na cadeia de carbono (DEL’ARCO, 1999). O potencial de biodegradagdo dos cicloalcanos
varia em funcao da sua complexidade estrutural. A biodegradacdo desses compostos ¢ mais
lenta que a dos n-alcanos, em fungdo da presenca de cadeias de carbono fechadas na forma de
anéis nafténicos. A decomposicdo desses compostos pode ocorre mais eficientemente na
presenga de outros compostos organicos que possam ser usados como fonte de energia pelas
bactérias (cometabolismo). O caminho metabdlico da transformagdo dos cicloalcanos ¢
semelhante ao dos alcanos, ou seja, inicia-se pela oxidagdo da molécula a cetonas e alcodis,
apos a clivagem do anel da molécula (COOKSON,1995).

A diminuicdo das populagdes bacterianas ao final de 60 dias (Figura 3E) coincide com
a menor disponibilidade das fontes de carbono, uma vez que 90% dos HTP no solo ja haviam
sido biodegradados pelo consorcio. Dentre as fragdes degradadas, destacam-se a dos
hidrocarbonetos alifaticos, cujas moléculas sdo mais acessiveis as bactérias (DELILLE ET
AL., 2007). Bactérias ndo-especializadas em promover a quebra de moléculas mais
complexas, como as dos hidrocarbonetos aromaticos, podem sofrer estresse nutricional e
diferentes estratégias de sobrevivéncia podem ocorrer, tais como a evolucao para o estagio
fisiologico vidvel ndo-cultivavel (VNC), alteracdo da composicdo da membrana celular,
esporulacdo, alteragdo da sintese protéica, utilizagdo de reservas intracelulares, dentre outras
(SMITH et al., 1997, GUPTE et al.,, 2003; KAUR et al, 2005; GOMES, 2007,
KALSCHEUER et al., 2007).
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5 CONCLUSOES

A Dbiorremediagdo de hidrocarbonetos de petrdleo pelo consoércio bacteriano foi

influenciada pelas variagdes de temperatura, umidade e relagao C:N:P.

A temperatura foi o unico fator ambiental que influenciou a biodegradagdo dos

hidrocarbonetos totais de petroleo em todos os intervalos de tempo avaliados.

O melhor tratamento para a biodegradacdo de solo contaminado com o6leo diesel foi
35°C, relagdo C:N:P de 125:10:1 e teor de 4gua equivalente a 60% da capacidade maxima de

retencao.

O consorcio bacteriano apresentou habilidade degradadora decrescente com o aumento

da cadeia dos hidrocarbonetos totais de petrdleo.

Aos 30 dias de incubagdo do solo contaminado com 6leo diesel, foi observada a maior
densidade das populagdes de todos os membros do consorcio, coincidindo com a fase de

maior degradagao de HTP.

A reducao da disponibilidade de fontes de carbono e energia, ao final de 60 dias de

incubacdo, causou a diminui¢do das populagdes bacterianas.
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CAPITULO 111

DINAMICA POPULACIONAL DE UM CONSORCIO
BACTERIANO E SEQUENCIA DE DEGRADACAO DOS
HIDROCARBONETOS TOTAIS DE PETROLEO EM SOLO
SOB SUCESSIVAS CONTAMINACOES COM OLEO DIESEL

60



RESUMO

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2009.
Dinamica populacional de um consércio bacteriano e sequéncia de degradacdo dos
hidrocarbonetos totais de petroleo em solo sob sucessivas contaminacdes com 6leo diesel.
Orientador: Marcos Rogério Tétola. Conselheiros: Antdénio Galvao do Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges e Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de sucessivas contaminagdes do solo
com oOleo diesel na dindmica populacional de membros de um consorcio bacteriano e na
seqliéncia de degradagdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP). O consorcio bacteriano
inoculado no solo foi composto pelos isolados Acinetobacter baumannii LBBMA 04,
Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter
baumannii LBBMA ES11 e Bacillus subtilis LBBMA 155, isolados de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petroleo. Apds cada contaminagdo com oleo diesel
(20 mL Kg' a cada 20 dias), amostras do solo foram retiradas para avaliagio da dindmica
populacional do consércio bacteriano e para verificagdo da seqiiéncia de degradagdo dos
hidrocarbonetos totais de petroleo. Aos 20 e aos 40 dias, correspondentes a primeira e a
segunda contaminac¢do do solo, as maiores porcentagens de degradacdo (45 a 50%), foram
obtidas para os hidrocarbonetos de maior cadeia carbdonica (C21 e C22). Apds a terceira
contaminagdo, observou-se uma consideravel redu¢do da degradacdo do C21. Foi observada
ainda uma elevada degradacao de C13-15, C17 e C19, a qual contrasta com os baixos valores
de degradagdo desses hidrocarbonetos nas duas fases anteriores. Ao final de 60 dias, o
consorcio bacteriano degradou aproximadamente 55% de HTP do solo, apos sucessivas
contaminagoes com oOleo diesel. As sucessivas contaminacdoes do solo com o6leo diesel
influenciaram a estrutura populacional do consorcio bacteriano. A partir da segunda
contaminag¢do do solo com 6leo diesel, todas as populagdes constituintes do consorcio tiveram
seu crescimento desacelerado, especialmente a linhagem B. subitillis LBBMA 155, cuja
densidade populacional manteve-se estavel. Apesar da observada desaceleragdo do
crescimento de todos os membros do consorcio apds a segunda contaminagdo do solo com
6leo diesel, as densidades populacionais de todas as linhagens se mantiveram elevadas (1,2 a
2,8 x 10* UFC g™). A linhagem A. baumannii LBBMA ES11 apresentou a menor densidade
populacional ao longo de todo o periodo de incubagdo do solo contaminado com 6leo diesel.
Por outro lado, A. baumannii LBBMA 04 foi a linhagem que manteve as maiores densidades

populacionais. O resultado evidencia a existéncia de diferengas significativas da capacidade
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de degradacao de hidrocarbonetos, competicdo ou adaptagao as condi¢des experimentais entre

essas duas linhagens pertencentes & mesma espécie.
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ABSTRACT

LEAL, Patricia Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, september 2009.
Population dynamics of a bacterial consortium and sequence of degradation of total
petroleum hydrocarbons in soil under successive contamination with diesel oil. Advisor:
Marcos Rogério Totola. Committee Members: Antonio Galvdo do Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges ¢ Maria Eliana Lopes R. de Queiroz

This study aimed to evaluate the effect of successive soil contamination with diesel oil
in the population dynamics of members of a bacterial consortium and the sequence of
degradation of total petroleum hydrocarbons (TPH). The bacterial consortium inoculated in
the soil was composed of the Acinetobacter baumannii LBBMA 04, Pseudomonas
aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter baumannii
LBBMA ES11 and Bacillus subtilis LBBMA 155 strains, isolated from environments
contaminated with petroleum hydrocarbons. After each contamination with diesel oil (20 mL
kg each 20 days), soil samples were collected for assessment of population dynamics of the
bacterial consortium and to verify the sequence of degradation of total petroleum
hydrocarbons. At 20 and 40 days, corresponding the first and second soil contamination, the
highest percentage of degradation (45-50%) were obtained for the higher carbon chain
hydrocarbons (C21 and C22). After the third contamination, there was a considerable
reduction of degradation of C21. It also noted a high degradation of C13-15, C17 and C19,
which contrasts with the low values of degradation of these hydrocarbons in the two previous
phases. The successive soil contamination with diesel oil affected the population structure of
the bacterial consortium. From the second soil contamination with diesel oil, all the
constituent of the consortium had their growth slowed, especially the B. subitillis LBBMA
155 strain, whose population has remained stable. Despite the observed slowdown in growth
of all members of the consortium after the second soil contamination with diesel oil, the
densities of all strains remained high (1.2 to 2.8 x 10° CFU g"). The A. baumannii LBBMA
ES11 strain had the lowest population density throughout the incubation period of soil
contaminated with diesel oil. Moreover, A. baumannii LBBMA 04 strain was maintained that
the highest population densities. After 60 days, the bacterial consortium degraded
approximately 55% of TPH soil after repeated contamination with diesel oil. The result shows
the existence of significant differences in the ability of hydrocarbon degradation, competition

and adaptation to experimental conditions between these two strains of the same species.
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1 INTRODUCAO

Técnicas de biorremediacdo aplicadas a ambientes contaminados com hidrocarbonetos
de petroleo sdo amplamente descritas na literatura cientifica. Na maioria dos trabalhos
publicados, o foco principal ¢ a descri¢do da cinética de degradagdo dos contaminantes (KIM,
et al. 1997; ATAGANA, et al. 2006; BRAKSTAD, 2008). No entanto, sdo poucos 0s que
abordam a dindmica das populagdes microbianas ao longo do processo de biorremediacao
(RONCEVIC, et al. 2005; ROLLING, et al., 2004).

A biodegradagdo de contaminantes organicos em solos ¢ caracterizada por duas fases
distintas. A fase inicial ¢ caracterizada por uma répida degradagao, seguida por uma fase mais
lenta (OLIVEIRA, et al., 1998; ALEXANDER, 2000; ADMON, et al., 2001). A diferenca nas
taxas de degradacdo ¢ atribuida a utilizacdo dos compostos disponiveis na fase aquosa do solo
na fase inicial, em contraste com a segunda, na qual os compostos poluentes se encontram
adsorvidos as particulas do solo ou em regides de dificil acesso aos microrganismos
envolvidos em sua biodegradagdo. Contribui ainda para a desaceleragdo do processo de
biodegradacdo o acimulo de moléculas mais recalcitrantes ou de intermediarios toxicos
(JACQUES et al., 2007).

Segundo CHRISTOPHER et al. (2004), bactérias especificas estdo associadas com as
diferentes fases da degradacdo de hidrocarbonetos totais de petroleo no solo. Entre 40 a 80%
do oleo diesel podem ser degradados pela microbiota, na seguinte ordem decrescente: alcanos
> cicloalcanos > aromaticos policiclicos. (DELILLE et al., 2007).

A capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo pelas bactérias ¢ maior
quando esses compostos estdo em mistura (GULENSOY e ALVAREZ, 1999). Em ambientes
onde o contaminante ¢ a principal fonte de carbono, bactérias ndo-especializadas na
degradacdo de moléculas mais complexas, como as dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, podem sofrer processo de desnutricdo, ainda que metabolitos secundarios sejam
gerados pela degradagdo dessas moléculas complexas por outras bactérias (SMITH e
HERSON, 1997). Por outro lado, eventos repetidos de contaminacdo por derivados de
petrdleo podem resultar na eliminagdo de populagdes microbianas com potencial de
degradagdo desses contaminantes (WEBER et al.,, 1997). Os efeitos toxicos dos
hidrocarbonetos sao decorrentes da sua interagdo com os constituintes hidrofébicos da
membrana celular, tais como &acidos-graxos, fosfolipideos e a regido central de proteinas
integrais de membrana (MROZIK et al, 2004), o que leva a perda de sua integridade e do seu

carater de barreira seletiva (MROZIK, et al., 2002.). Tal alteracdo afeta os processos de
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transporte seletivo de solutos, estabelecimento da forca proton-motora, excrecao de produtos
do metabolismo e manutenc¢ao do controle do pH intracelular (CRAPEZ, 2001).

Microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos de petrdleo podem apresentar
formas de adaptacdo fisiologica capazes de reduzir os efeitos toxicos dos hidrocarbonetos
sobre as células. Dentre essas adaptagdes, destacam-se a evolucdo para o estagio fisioldgico
viavel ndo-cultivavel (VNC), alteracdo da composi¢do da membrana celular, esporulacdo e
alteracdo da sintese protéica (GUPTE et al., 2003; VAN HAMME et al., 2003; GOMES,
2007; KALSCHEUER et al., 2007). No entanto, algumas destas estratégias ndo garantem a
sobrevivéncia sob longos ou repetidos periodos de estresse. Em processos de biorremediagao
em que se utiliza a inoculagdo de microrganismos especializados na degradacao de
hidrocarbonetos, a toxicidade de algumas fra¢des pode causar a reducdo ou mesmo a extingao
de algumas das populagdes introduzidas. Neste caso, podem ser necessarias inoculagdes
periddicas dessas populacdes em ambientes onde a biorremediagdo for uma opgdo de
tratamento (Miiller et al., 1996), o que tornaria o processo mais complexo e de maior custo
operacional.

Neste estudo, avaliaram-se a flutuacdo populacional e a sobrevivéncia de isolados
bacterianos componentes de um consoércio ao longo de ciclos de biorremediacdo e

recontamina¢ao de um solo com 6leo diesel.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Determinacdo da degradacao dos hidrocarbonetos totais de petréleo no solo

ao longo ciclos de recontaminacao/biorremediacéo

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens Acinetobacter baumannii LBBMA 04,
Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b, Acinetobacter
baumannii LBBMA ES11 e Bacillus subtilis LBBMA 155 pertencentes a coleg@o de culturas
do Laboratorio de Biotecnologia ¢ Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do
Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Vigosa. As culturas-estoque foram
ativadas em meio RA (REASONER & GELDREICH, 1985) por 18 h a 30°C e a suspensao
celular foi submetida a sucessivas lavagens em solucao salina estéril. Um volume de in6culo
das linhagens, suficiente para se obter uma densidade populacional de cerca de 2 x 10° UFC
¢! foi adicionado a frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo 30 g de solo estéril, previamente
contaminado com 6leo diesel a 20 mL Kg™'. A umidade ¢ a relagio C:N:P do solo foram
ajustadas para 60% da capacidade maxima de retencdo e 125:10:1, respectivamente. Os
frascos foram mantidos em camara de crescimento ventilada, a 30°C, durante 60 dias.

Aos 20, 40 e 60 dias apds o inicio da incubagdo, amostras do solo foram retiradas para
avaliacdo da densidade populacional dos membros do consoércio e da seqiiéncia de degradacao
dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP). As unidades experimentais utilizadas para
coleta das amostras, em cada tempo de avaliacdo, foram descartadas. Nas demais unidades
experimentais, foram realizadas novas adi¢oes de 6leo diesel aos 20 e aos 40 dias do inicio da
incubagdo (20 mL Kg™). Apos cada contaminagio com 6leo diesel, o solo foi misturado de
forma a favorecer a distribui¢do do contaminante. Os tratamentos-controle constituiram-se de
amostras de solo contaminadas com oleo diesel na auséncia do consorcio bacteriano e de
amostras de solo ndo-contaminadas e inoculadas com o consorcio. Cada tratamento foi
conduzido com trés repetigoes.

A extracdo de hidrocarbonetos totais do pretroleo (TPH) do solo contaminado com
oleo diesel foi realizada em extrator Soxhlet, segundo o método 3540C (EPA, 1996). Para
isso, utilizaram-se 2 g de solo e 200 mL dos solventes hexano e acetona (1:1). O periodo de
extracdo foi de 6 horas. Os extratos foram analisados em cromatdgrafo a gas (QP 5000)
acoplado a espectrometro de massa (Shimadzu®, modelo 17-A), utilizando-se uma coluna
capilar de silica fundida DB-1 (30m x 0,25 mm x 0,25 pm), nas seguintes condigoes:

temperatura inicial de 40°C (2 min), rampa de aquecimento de 8°C min™' até 240°C. A
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temperatura do injetor foi de 260°C e do detector 280°C. O fluxo do gas hélio foi de 1 mL

min™ e 0 modo de injecdo foi splitless.

2.2 Avaliacdo da dinamica populacional dos membros do consércio bacteriano

Para se avaliar a flutuacdo das populacdes das linhagens bacterianas ao longo dos
ciclos de recontaminagio/biorremedialgao, foi realizada a contagem de UFC g massa seca do
solo, em placas contendo meio seletivo adicionado dos antibidticos requeridos para cada um
dos isolados (Tabela 2, capitulo II). Para isso, 10 g de cada amostra foram diluidos em 95 mL
de pirofosfato de sodio a 0,1 % (massa/volume). Apos agitacdo a 200 rpm por 20 min, foram
realizadas dilui¢gdes seriadas e plaqueamento de 0,1 mL em placas contendo meio Miller
Hinton adicionado de antibidticos. Para inibir o crescimento de fungos, foi adicionada
ciclohexamida (100 mg L) ao meio. As placas foram mantidas a 30°C até a contagem das

colonias formadas na superficie do meio de cultura.
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3 RESULTADOS
3.1 Degradacdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) pelo consércio

bacteriano apds sucessivas contaminacgdes do solo com 6leo diesel

O consorcio bacteriano foi capaz de degradar os hidrocarbonetos totais de petroleo
(HTP) em solo, ap6s contaminagdes sucessivas com 6leo diesel (20 mL kg'l) realizadas no
tempo 0, 20 e 40 dias (Figura 1). Ao final de 60 dias, apds trés contaminagdes,

aproximadamente 55% dos HTP presentes no solo haviam sido degradados.
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Figura 1 - Degradagdo (%) de HTP em solo inoculado com um consorcio
bacteriano e incubado por 60 dias em camara de crescimento ventilada, a
30°C, 80% de retengdo de umidade e relagdo C:N:P de 125:10:1.
Contaminagdes sucessivas do solo com 6leo diesel (20 mL kg') foram
realizadas no tempo 0, 20 e 40 dias.

O perfil de degradagao de hidrocarbonetos totais de petroleo foi diferente a medida
que o solo recebeu novas doses de contaminagdo com o6leo diesel (Figura 2B). Aos 20 e aos
40 dias, correspondentes a primeira e a segunda contaminagdo do solo, as maiores
porcentagens de degradacdao (45 a 50%) foram obtidas para os hidrocarbonetos de maior
cadeia carbonica (C21 e C22). Aos 60 dias, apds a terceira contaminagao do solo, os niveis
dos hidrocarbonetos C12-C22, determinados pelos picos cromatograficos, ndo retornaram aos
patamares observados no tratamento-controle com o tempo correspondente de incubagdo,
demonstrando, portanto que mesmo apos sucessivas contaminagdes 0 consorcio bacteriano se
apresentou eficiente na biodegradacdo do o6leo diesel. Destaca-se nessa fase, a consideravel
reducdo da degradacdo do C21 e por outro lado, uma elevada degradagao de C13-15, C17 e
C19, a qual contrasta com os baixos valores de degradacdo desses hidrocarbonetos nas duas
fases anteriores. Esse resultado indica a ocorréncia de adaptagdo das populagdes microbianas

para utilizacdo desses hidrocarbonetos, bem como a ocorréncia de mudangas na estrutura da
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comunidade microbiana, com dominancia de populagdes que utilizam preferencialmente essas
fragdes, especialmente a linhagem Acinetobacter baumannii LBBMA 04 .

No tratamento-controle (Figura 2A) nao-inoculado com o consorcio bacteriano, os
hidrocarbonetos constituintes do o6leo diesel acumularam-se no solo. O acumulo de
hidrocarbonetos nao foi proporcional a quantidade adicionada, indicando uma possivel perda
por volatilizagdo ou uma menor eficiéncia na extragdo dos compostos, resultante de uma

maior interagao com o solo.
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Figura 2 - Degradacao de HTP (C12 — C22) no solo, representada pelas areas
dos picos cromatograficos. Contaminacdes sucessivas do solo com 6leo diesel
(20 mL kg') foram realizadas no tempo 0, 20 ¢ 40 dias na auséncia do
consorcio bacteriano (A) e na presenca do consoércio bacteriano (B). Ambos os
tratamentos foram incubados por 60 dias em camara de crescimento ventilada,

a 30°C, 80% de retencao de umidade e relagao C:N:P de 125:10:1. 69



3.2 Dinémica populacional do consércio bacteriano em solo sob sucessivas
contaminagdes com 6leo diesel

Todas as linhagens componentes do consorcio bacteriano foram capazes de se
multiplicar no solo contaminado com o6leo diesel (Figura 3A). Pseudomonas aeruginosa
LBBMA 58, Ochrobactrum anthropi LBBMA 88b ¢ Acinetobacter baumannii LBBMA 04
apresentaram um padrdo de crescimento populacional similar a partir do momento da
inoculagdo, até os 20 dias de incubag@o. Apos essa fase, a linhagem Acinetobacter baumannii
LBBMA 04 se diferenciou das demais, exibindo o maior crescimento. As linhagens
mencionadas anteriormente foram dominantes em todas as fases do experimento. Nenhuma
das linhagens do consorcio apresentou fase de adaptacao entre a inoculagao e o vigésimo dia
de incubacdo, sendo notdvel o crescimento acelerado das populagdes bacterianas nos tempos
iniciais do experimento, com exce¢do da linhagem A. baumannii LBBMA ESI11 que
apresentou o menor crescimento populacional em relagdo aos demais membros do consorcio,
alids essa linhagem foi a menos abundante no solo contaminado, ao longo de todo ensaio
experimental.

As linhagens bacterianas apresentaram um pequeno crescimento populacional no solo
nao-contaminado com 6leo diesel, até o vigésimo dia (Figura 3B). Nas fases subseqiientes, foi
observado rapido declinio das populagdes bacterianas nesse tratamento. Pseudomonas
aeruginosa LBBMA 58 foi a linhagem que atingiu a maior densidade populacional no solo
nao-contaminado. Apds 60 dias da inoculacdo, a densidade populacional de todos os membros
do consorcio atingiu valores proximos ou abaixo dos valores do tempo zero, a excegdo foi a

linhagem Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58.
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Figura 3 - Contagem de células em meio de cultura contendo antibidticos

especificos para cada membro do consorcio bacteriano inoculado no solo. O
solo foi inoculado (10°® UFC g') e incubado por 60 dias em cimara de
crescimento ventilada, a 30°C, com teor de 4dgua mantido em 60% da
capacidade maxima de reten¢do de dgua e relagdo C:N:P de 125:10:1. (A) Solo
contaminado com 6leo diesel (20 mL kg™') nos tempos 0, 20 ¢ 40 dias; (B) Solo
nao-contaminado (controle).
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4 DISCUSSAO

4.1. Degradacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) pelo consoércio
bacteriano apds sucessivas contaminacdes do solo com o6leo diesel

O consoércio bacteriano foi capaz de degradar os hidrocarbonetos totais de petroleo
(HTP) em solo, apés contaminagdes sucessivas com 6leo diesel (20 mL kg™) realizadas no
tempo 0, 20 e 40 dias (Figura 1). Ao final de 60 dias, apos trés contaminagoes,
aproximadamente 55% dos HTP presentes no solo haviam sido degradados. A degradagdo de
HTP foi crescente a medida que aumentava a concentragdo de 6leo diesel no solo através de
sucessivas contaminagdes. Resultados semelhantes foram obtidos por FLORES et al. (2004)
que constataram a eficiéncia de um consércio microbiano isolado de ambiente com historico
de contaminacdo recorrente por petroleo e derivados, em degradar de asfalteno apos

sucessivas contaminagdes do solo com esse hidrocarboneto.

A degradacdo dos hidrocarbonetos C12-C22 pelo consorcio bacteriano foi mantida ao
longo de 60 dias, ap6s sucessivas contaminagdes do solo com o6leo diesel. As adigdes
sucessivas de 6leo diesel influenciaram a seqiiéncia de degradagao de HTP pelo consorcio
bacteriano (Figura 2B). No presente trabalho, os maiores valores de degradacao foram obtidos
com os hidrocarbonetos C21 e C22 (55 e 49%, respectivamente), apds a primeira
contaminagdo do solo com o6leo diesel. Esse resultado contrasta com o reportado por outros
autores, que afirmam que os microrganismos apresentam uma habilidade degradadora
decrescente com o aumento da cadeia dos hidrocarbonetos, bem como com o aumento da
complexidade de suas estruturas (TRINDADE, 2002; LOEHR et al. 2001). Sustenta-se,
portanto, que a eficiéncia de degradacao de diferentes fragdes de hidrocarbonetos de petroleo
esteja relacionada a processos de adaptagdo e de selecao dos microrganismos nos ambientes

de origem.

As maiores porcentagens de degradacdo de C12-C19 ocorreram apods a terceira
contaminagdo com Oleo diesel (Figura 2B). A contaminagdo continua de solos com
hidrocarbonetos resulta no aumento da habilidade das comunidades microbianas em utilizar
esses compostos (HERBES, 1981 citado por WILBERG, 2006). Segundo o mesmo autor,
solos e microrganismos previamente expostos aos contaminantes nao possuem ou possuem

menor periodo de aclimatacdo do que aqueles sem prévia exposi¢ao.
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4.2 Dinamica populacional do consércio bacteriano em solo ap6s sucessivas

contaminagdes com 6leo diesel

Sucessivas contaminacdes do solo com o6leo diesel influenciaram a dindmica das
populagdes componentes do consoércio bacteriano. A adigdo repetida de oleo diesel ao solo
resultou em aumento continuo da densidade populacional de todos os membros do consorcio
até o 60° dia apos a inoculagdo (Figura 3A), exceto da linhagem B. subtillis LBBMA 155, a
qual apresentou uma paralizacdo no crescimento a partir do vigésimo dia. Esse resultado ¢
coerente com a ocorréncia da diminuicdo das d4reas dos picos cromatograficos de
hidrocarbonetos de petroéleo nessa data de amostragem (Figura 2B), e inequivocamente
estabelece o envolvimento das populagdes inoculadas na degradagdo dos hidrocarbonetos
constituintes do 6leo diesel. Essa conclusdo ¢ confirmada pelo rapido declinio das populagdes
microbianas inoculadas no solo nao-contaminado (Figura 3B), resultado que supostamente
demonstra a incapacidade dos isolados inoculados em utilizar a matéria orginica presente
neste solo, com excecdo da linhagem Pseudomonas aeruginosa LBBMA 58. Esta trata-se de
uma espécie metabolicamente muito versatil e, portanto, capaz de utilizar matéria organica
mais recalcitrante presente no solo (UENO, et al., 2006). Isso poderia explicar sua maior

capacidade de crescimento no solo ndo-contaminado.

A partir da segunda contaminacdo do solo com o6leo diesel, todas as populacdes
constituintes do consoércio tiveram seu crescimento desacelerado ou interrompido, como foi
observado para a linhagem B. subitillis LBBMA 155 (Figura 3A). Esse comportamento ¢
atribuido a efeitos toxicos dos hidrocarbonetos sobre as células microbianas. E reconhecido
que alguns dos hidrocarbonetos constituintes do oleo diesel sdo altamente tdxicos aos
microrganismos, sendo capazes de alterar as propriedades estruturais e funcionais das
membranas celulares (MROZIK et al., 2004). Os efeitos toxicos derivam da estrutura
lipofilica dos hidrocarbonetos, o que possibilita a interagdo desses compostos com o0s
constituintes hidrofébicos da membrana celular, tais como acidos-graxos, fosfolipideos e a
parte central de proteinas integrais da membrana (KALSCHEUER et al., 2007). O resultado
dessa interagdo ¢ a perda da integridade e do carater de barreira seletiva das membranas, o que
as torna mais permedveis a protons e a outros ions, como o s6dio (MIROZIK e al., 2004).
Nessa condicao, processos de transporte seletivo de solutos, excre¢ao de produtos finais do
metabolismo, manuten¢do da for¢a prdoton-motora e controle do pH intracelular sao
comprometidos (CRAPEZ, 2001), o que normalmente leva a perda de viabilidade celular.

PEPI et al. (2008) verificaram que o aumento de concentragdes de tolueno prejudicou a
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sobrevivéncia de Pseudomonas sp. ¢ Bacillus sp., como conseqiiéncia das altera¢des na
membrana plasmética desses microrganismos provocadas pelo excesso do composto.

O comportamento diferenciado quanto ao crescimento apresentado pelas linhagens
bacterianas LBBMA 04 ¢ LBBMA ESI1, ambas da espécie A. baumannii, pode estar
relacionado ao ambiente original do qual foram isoladas.

Apesar da observada desaceleracdo do crescimento de todos os membros do consércio
apods a segunda contaminacdo do solo com oleo diesel, a densidade populacional de todas as
linhagens se mantiveram em patamar elevado, com exce¢do da linhagem A. baumannii
LBBMA ES11, ao longo do experimento. Condizente com esse resultado foi a manutencao da
atividade de degradacao de hidrocarbonetos de petrdleo até a Gltima data de amostragem, aos
60 dias (Figura 3A). Os dados demonstram a elevada capacidade de sobrevivéncia das
linhagens bacterianas constituintes do consdrcio em ambiente com sucessivas contaminagdes
por hidrocarbonetos de petroleo. Essa capacidade de sobrevivéncia contrasta com resultados
obtidos por outros autores, a exemplo de DELILLE et al. (2007), e indica que o consodrcio
bacteriano utilizado neste estudo ¢ candidato em potencial para uso em operagdes de
biorremediacdo de solos contaminados com Oleo diesel, possivelmente dispensando

inoculagdes freqiientes.
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5 CONCLUSOES

O padrio de degradacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo pelo consorcio
bacteriano estudado ¢ alterado apds sucessivos eventos de contaminagdo do solo com 6leo

diesel.

Os maiores valores de degradagdao de HTP pelo consoércio bacteriano ocorreram apds a
segunda contaminacdo do solo com oleo diesel, coincidindo com as maiores densidades

populacionais dos membros do consorcio.

Adicdes frequentes de oleo diesel ao solo provocaram diminucdo da velocidade de
crescimento dos membros do consércio, mas a densidade populacional foi crescente até a

ultima avaliagdo, aos 60 dias.
O consorcio bacteriano apresentou atividade metabdlica suficiente para degradar cerca
de 55% dos hidrocarbonetos totais de petréleo, apos trés contaminagdes sucessivas do solo

com Oleo diesel.

O consorcio bacteriano utilizado neste estudo ¢ candidato em potencial para uso em

operacdes de biorremediagdo de solos contaminados com 6leo diesel.
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7 ANEXO

Estimativas de fatores rotacionados baseados na matriz de correlagdes, representantes

da degradagao em cada tempo de atuacao do consorcio de bactérias

Tabela 1 - Fatores utilizados para analise da degradacdo dos hidrocarbonetos em 15 dias de

atuacdo do consorcio

Varidvel Fator 1 Fator 2 Fator 3 Comunalidade

Cl2 00903 -0,114 0009 0,829
Cl13 0,685 -0233 -0413 0,695
Cl4  -0011 -0,105 -0,949 0,912
Cl5 0,085 -0,968 0,004 0,945
Cl6 0,776 -0,573 -0,163 0,956
Cl7 0,787 -0,565 -0,147 0,961
Cl18 0,750 -0,612 -0,113 0,950
Cl9 0,693 -0,675 -0,184 0,970
C20 0,596 -0,666 -0,182 0,832
C21 0,791 -0,175 0460 0,867
C22 0815 -0219 0114 0,725
Autovalor 520 3,01 143 9,64
IR (%) 473 274 129 876
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Tabela 2 - Fatores utilizados para analise da degradacdo dos hidrocarbonetos em 30 dias de
atuagao do consorcio

Variavel Fator 1 Fator 2 Fator 3 Comunalidade

Cl12 0,871 0,146 -0,200 0,821

C13 0,931 0,032 -0,230 0,921

Cl4 0,106 -0,946 -0,152 0,930

CI15 0,209 -0,157 -0,925 0,924

Cl6 0,982 -0,073 -0,124 0,986

C17 0,984 -0,069 -0,118 0,987

CI18 0,964 -0,191 -0,136 0,984

C19 0,932 -0,260 -0,156 0,961

C20 0,945 -0,249 -0,087 0,962

C21 0,949 -0,264 -0,100 0,979

C22 0,767 -0,370 0,323 0,830

Autovalor 7,79 1,33 1,167 10,2851

IR (%) 70,8 12,0 10,6 93,5
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Tabela 3 - Fator utilizado para andlise da degradacdo dos hidrocarbonetos em 45 dias de
atuagdo do consorcio. Os hidrocarbonetos C14, C15 e C22, que apresentaram comunalidade
menor que 0,64, foram analisados separadamente

Varidvel Fator1 Comunalidade

Cl12 -0,916 0,839

C13 -0,961 0,923

Cl4 -0,580 0,337

CI15 -0,331 0,110

Cl6 -0,990 0,979

C17 -0,991 0,983

CI8 -0,985 0,970

C19 -0,975 0,951

C20 -0,929 0,863

C21 -0,973 0,946

C22 -0,753 0,566

Auto valor 847 8.47

IR (%) 77,0 77,0
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Tabela 4 - Fatores utilizados para andlise da degradagdo dos hidrocarbonetos em 60 dias de

atuagao do consorcio

Variavel Fator 1 Fator 2 Fator 3 Comunalidade

Cl12 0,566 -0,522 0,313 0,692

C13 0,633 -0,728 0,126 0,947

Cl4 0,037 -0,872 -0,163 0,788

CI5 0,178 0,255 0,847 0,814

Cl6 0,884 -0,433 -0,041 0,971

C17 0,869 -0,463 0,015 0,969

C18 0,685 -0,650 0,027 0,892

C19 0,886 -0,100 -0,147 0,816

C20 0,937 -0,100 0,021 0,888

C21 0,956 -0,059 0,005 0,917

C22 0,438 0,304 -0,737 0,827

Autovalor 5,53 2,57 1,43 9,52

IR(%) 502 233 13,0 866
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Tabela 5 - Estimativas dos coeficientes dos fatores analisados em cada tempo de atuagdo do

consorcio. Os fatores cuja ANOVA da regressao ndo foi significativa ndo sao apresentados

Coeficientes

Variavel

Cl12

Cl13

Cl4

C15

Cl6

C17

C18

C19

C20

C21

C22

15 dias

0,903

0,685

-0,011

0,085

0,776

0,787

0,750

0,693

0,596

0,791

0,815

30 dias 45 dias 60 dias

0,144

0,134

-0,135

-0,096

0,140

0,142

0,119

0,101

0,113

0,110

0,114

-0,108 0,044

-0,113 0,013

-0,069 -0,179

-0,039

-0,117

-0,117

-0,116

-0,115

-0,110

-0,115

-0,089

0,120

0,138

0,129

0,041

0,206

0,224

0,237

0,162
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Tabela 6 - Modelos ajustados para resposta de degradacdo em cada tempo de atuagdo do

consorcio bacteriano

Tempo de ] 5
B Modelo ajustado p-valor R* (%)
atuacao
15 dias y =0,6134 + 0,4365*T + -0,8084*T* 0,000 67,7
y = 142166 - 0,00249T - 0,12191CNP +
30 dias 0,06755U - 0,70710*T? - 0,56242*CNP* - 0,043 64,0

0,60425*U>

y=-1,32110 + 0,13719T - 0,17780CNP -
45 dias 0,03926U + 0,76175*T> + 0,52735*CNP? + 0,020 74,8
0,45214*U%-0,51968*T*CNP

) y = 0,044 + 0,0335T — 0,126CNP —
60 dias s 0,049 492
0,559*CNP~+ 0,70*TCNP
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