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RESUMO

MONTEALEGRE, Celia Marcela Camacho. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Julho, 2014. Diversidade microbiana e biodegradag¢ao de hidrocarbonetos de
petroleo em solos da ilha da trindade submetidos a bioestimulagao.
Orientador: Marcos Rogério Totola. Coorientadores: Mauricio Dutra Costa e Cynthia
Canédo da Silva.

Esse estudo analisou a diversidade microbiana de solos rizosféricos de duas
espécies vegetais, Bulbostylis nesiotis (Hemsl.) C.B.Clarke e Cyperus atlanticus
(Hemsl.), em dois tipos de solo (um franco-arenoso e um argiloso), provenientes de
dois pontos de coleta da llha da Trindade - Brasil, durante um experimento de
biorremediacdo em microcosmos. O experimento consistiu num fatorial com dois
niveis (Presenga/Auséncia), dois fatores (Petréleo e Fertilizagdo com NPK) e trés
repeticbes, num delineamento inteiramente casualizado (DIC). O petréleo, apés
tratamento para remocao dos hidrocarbonetos mais volateis, foi adicionado aos
microcosmos em concentracdo de 25.000 mg dm>. A fertilizacdo consistiu na
aplicagao dos nutrientes NPK em concentracdes finais de N, P e K de 80, 160 e 80
mg dm™, respectivamente. Os microcosmos foram incubados a 24 °C em condigées
aerdbias por 60 dias, mantendo-se a umidade a 60% da capacidade de retengdo de
agua. As andlises de diversidade mostraram que o dominio Bacteria € o mais
diverso, tanto nos solos pristinos quanto nos solos contaminados com petréleo, em
relagdo ao dominio Archaea e ao reino Fungi. A maior percentagem de degradagao
de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) (75%) foi observada no solo argiloso da
regido radicular da espécie B. nesiotis. A biodegradacao de HTP no solo argiloso foi
significativamente maior do que no arenoso. Ndo houve efeito da adicdo de
fertilizantes sobre a biodegradacdo de HTP. Foram obtidos, a partir dos solos
contaminados, 27 isolados bacterianos com potencial uso em processos de

biorremediacéo de petrdleo.



ABSTRACT

MONTEALEGRE, Celia Marcela Camacho. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2014. Microbial Diversity and biodegradation of petroleum hydrocarbons
in soils of the Trindade Island undergoing biostimulation. Advisor: Marcos
Rogério Totola. Co-advisors: Mauricio Dutra Costa and Cynthia Canédo da Silva.

This study examined the microbial diversity in rhizospheric soils of two species
(Bulbostylis nesiotis and Cyperus atlanticus) in two soil types (one sandy loam and
one clayey) from two collection sites at Trindade Island - Brazil, for a bioremediation
experiment in microcosms. The experiment consisted of a factorial with two levels
(presence/absence), two factors (Oil and Fertilization with NPK) and three
replications in a completely randomized design (CRD). The oil, after treatment for
removal of the more volatile hydrocarbons, was added to the microcosms at a
concentration of 25,000 mg dm™. Fertilization consisted of the application of NPK
nutrients at final concentrations of N, P and K of 80, 160 and 80 mg dm’?,
respectively. The microcosms were incubated at 24 °C under aerobic conditions for
60 days, keeping the humidity to 60% of water holding capacity. The diversity
analysis showed that the domain Bacteria is the most diverse, both in pristine and in
oil-contaminated soils as compared to the domain Archaea and the kingdom Fungi.
The highest percentage of degradation of total petroleum hydrocarbon (TPH) (75%)
was observed in the clayey soil of the root region of the specieB. nesiotis. TPH
biodegradation in clayey soil was significantly greater than in sandy soil. There was
no effect of fertilizer on biodegradation of TPH. Twenty-seven bacterial isolates with

potential use in bioremediation of petroleum-contaminated soils were obtained.

Vi



INTRODUGAO GERAL

Com o aumento das atividades de exploracado de petréleo nas ultimas
décadas, as preocupacgdes relacionadas ao risco de contaminagao de solos
e aguas por hidrocarbonetos, decorrente de derramamentos acidentais e
vazamentos, vém crescendo. Dentre os processos utilizados para se
restaurarem ambientes contaminados com compostos organicos, incluindo
os hidrocarbonetos de petroleo, a biorremediacdo tem ganhado destaque
por ser um processo de baixo custo operacional e de pouco impacto
ambiental, comparativamente aos processos fisicos ou quimicos. A
biorremediagdo € um processo biotecnoldgico que utiliza a capacidade de
alguns microrganismos de metabolizar os contaminantes, transformando-os
em substancias inébcuas como CO, e agua. A biorremediagcao ocorre
naturalmente e pode ser acelerada pela estimulagdo de microrganismos
autéctones (bioestimulagdo) ou pela inoculagdo de microrganismos
eficientes na degradacao dos contaminantes (bioaumentacéao).

Esse trabalho visa contribuir para o aprofundamento dos estudos de
biorremediagdo de hidrocarbonetos de petroleo em ambientes ainda nao
estudados, além de aportar ao estudo da ecologia microbiana dos solos
tropicais.

No capitulo 1 é apresentada uma revisdo bibliografica sobre os
meétodos para o estudo da diversidade microbiana em solos, assim como dos
efeitos da contaminagao por petroleo nos ecossistemas terrestres e algumas
técnicas utilizadas para sua descontaminagao.

No capitulo 2 - “Diversidade microbiana de solos da llha da Trindade e
seu potencial para biorremediacdo de contaminacao por petréleo” -, séo
estudadas as comunidades microbianas de Bacteria, Archaea e Fungi nos
solos da llha da Trindade durante um experimento de biorremediagdo. O
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da contaminagdo por
hidrocarbonetos de petrdoleo sobre as comunidades microbianas autéctones
e analisar a capacidade desses microrganismos para degradar os

hidrocarbonetos contaminantes.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Diversidade microbiana em solos

A microbiota autéctone dos solos engloba seres procariotos (Arqueas
e Bactérias) e eucariotos (Fungos, Microalgas e Protozoarios). A atividade
biolégica € mais intensa na camada superficial do solo, até cerca de 20 cm
de profundidade, pois nessa camada encontra-se maior acumulo de
nutrientes, que resulta da deposicdo de materiais vegetais e animais
(Moreira e Siqueira, 2006).

Os microrganismos tém papel de destaque no processo de formacao
do solo e nos processos subsequentes que garantem o funcionamento
desse componente dos ecossistemas terrestres (Tétola e Chaer, 2002). Em
solos ja formados, o0s microrganismos participam ativamente na
decomposicdo de matéria organica, produgao de humus, ciclagem de
nutrientes e de energia, decomposicdo de compostos xenobidticos e no
controle biolégico de pragas e doengas (Totola e Chaer, 2002; Madigan et
al., 2004).

No estudo da composicdo das comunidades microbianas em solos,
sao utilizados métodos dependentes de cultivo e métodos independentes de
cultivo (Alonso-Gutierrez et al., 2009; Fabiani et al., 2009). Estudos de
abundancia microbiana s&o muitas vezes baseados em métodos
dependentes de cultivo. No entanto, as células cultivaveis representam
menos de 1% de toda a comunidade microbiana num ambiente (Amann et
al., 1995; Rappé e Giovannoni, 2003) e numerosas bactérias entram num
estado viavel mas nao-cultivavel em resposta a fatores de estresse
ambiental (McDougald et al., 2009). Em razao dessa pequena proporgao de
microrganismos cultivaveis presentes nas comunidades microbianas do solo,
analises independentes de cultivo baseadas em métodos moleculares séo
cada vez mais utilizadas em microbiologia ambiental e ecologia microbiana
(Totola e Chaer, 2002; Zhang et al., 2012).



Embora as técnicas moleculares apresentem algumas desvantagens
para estudos da biodiversidade em solos, tais como eficiéncia variavel na
extragao e lise do DNA e amplificagao diferencial dos genes-alvo, ainda sao
mais fidedignas e representativas do que as técnicas baseadas em cultivos
in vitro (Wolk et al., 2001; Kirk et al., 2004).

Métodos independentes de cultivo tém permitido identificar espécies
microbianas envolvidas na degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo
(Kasai et al., 2002; Yakimov et al., 2005; McKew et al., 2007). Porém, ainda
nao existe suficiente informagdo sobre as mudangas que ocorrem na
diversidade microbiana depois de um evento de contaminagao por petréleo e
sua relacdo com as taxas de biodegradacdo de hidrocarbonetos. Dessa
maneira, varios autores indicam a necessidade de se incluirem analises da
diversidade das comunidades microbianas antes e durante a degradacgao de
hidrocarbonetos de petroleo (Head et al., 2006; Dell’Anno et al., 2012).

1.2Petréleo

O petréleo € uma mistura complexa que contém varios compostos,
sendo que os hidrocarbonetos representam a fragdo majoritaria. E também
encontrada uma pequena fragdo de moléculas contendo nitrogénio, enxofre
e oxigénio, além de compostos organometalicos. A sua composi¢éo quimica
e as suas propriedades fisicas variam de um campo petrolifero para outro
(Speight, 2007).

A composicdo do petréleo pode ser definida pelo teor de
hidrocarbonetos saturados, que incluem alcanos de cadeia simples e
ramificada (compostos parafinicos) e cicloalcanos (compostos nafténicos);
hidrocarbonetos aromaticos, incluindo moléculas aromaticas puras,
cicloalcano-aromaticos (compostos nafteno-aromaticos) e, em alguns casos,
compostos ciclicos de enxofre; resinas e asfaltenos, que correspondem aos
compostos policiclicos, com alto peso molecular, os quais possuem, além de
carbono e hidrogénio, atomos de nitrogénio, enxofre e oxigénio (Zilio e Pinto,
2002).



1.3 Contaminagao de solos por petrdleo

Nos ultimos 10 anos, o aumento médio anual da producao de petréleo
no Brasil foi de 5,3%, 0 que levou o pais a se tornar o 12° maior produtor de
6leo do mundo em 2010 (ANP, 2011). Como consequéncia desse aumento
constante na produgao de petroleo, também aumenta o risco de ocorrerem
derramamentos acidentais, ocasionando a contaminag¢ao de solos e aguas.

A contaminagédo dos solos com niveis elevados de hidrocarbonetos
resulta em um aumento do teor de carbono organico do solo, o qual,
dependendo da composicdo e concentragdo, pode ser utilizado para
crescimento microbiano ou pode ser toxico para os micro-organismos (Watts
et al., 2000).

Em solos contaminados por petréleo e seus derivados, alguns
contaminantes destacam-se frente aos demais. E conhecido que
hidrocarbonetos aromaticos s&o geralmente mais toxicos do que
hidrocarbonetos alifaticos (Watts et al., 2000). Varias classes de compostos
sao alvo de atencdo em solos contaminados por petroleo, como os BTEX
(benzeno, etil-benzeno, tolueno e xilenos), os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), os compostos organicos volateis totais (COV) e os
hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP). BTEX, HPAs e HTP séo
considerados prioritarios principalmente pela toxicidade, mobilidade e
persisténcia no meio ambiente, ja os COV totais, sdo importantes por
representarem o total de emissdes gasosas, como perdas por volatilizagao
provenientes do derramamento (Andradre et al., 2010).

Os BTEX sao definidos como hidrocarbonetos monoaromaticos, cujas
estruturas moleculares possuem, como caracteristica principal, a presenca
do anel benzénico. Esses compostos constituem grande problema em nivel
mundial por serem toxicos para a maioria dos organismos, incluindo os seres
humanos, nos quais atuam como depressores do sistema nervoso central e
apresentam toxicidade crénica mais significativa do que os hidrocarbonetos
alifaticos (também presentes no petréleo e derivados), mesmo em
concentracdes da ordem de pg L™ (Watts et al., 2000).



Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) compreendem
uma familia de compostos que possuem dois ou mais anéis aromaticos
condensados. A presenga de HPAs em solos contaminados pode
representar riscos para os organismos a eles expostos, em raz&o de sua
elevada toxicidade. Doses elevadas de HPAs inibem e, eventualmente,
impedem o crescimento das plantas. Os HAPs podem penetrar através das
membranas celulares, diminuindo a eficiéncia na utilizagdo de agua e
nutrientes e inibindo a atividade fotossintética e o transporte de elétrons
(Jacques et al., 2007; Cristale et al., 2008).

Em razdo dos danos ambientais causados pelos hidrocarbonetos de
petréleo, faz-se necessaria a remogao dessa classe de compostos sempre
que ocorre contaminagcdo de agua e solos, o que tem incentivado a
realizacdo de pesquisas relacionadas com a remediacdo de sitios

contaminados.

1.4 Remediagao de solos contaminados por petréleo

Solos contaminados com petréleo ou seus derivados podem ser
restaurados com a utilizacdo de trés tipos de processos: fisicos, quimicos e
biolégicos. O método fisico mais comum € a escavagao e incineragao do
solo. Esses processos, no entanto, apresentam alto custo, e a incineracao é
uma fonte potencial de poluigdo atmosférica (Andradre et al., 2010). Métodos
quimicos incluem a injecdo direta de oxidantes quimicos no solo
contaminado (Riser-Roberts, 1998). Entretanto, esses compostos podem
alterar a composi¢cao quimica natural do ambiente, causando desequilibrios.
A biorremediacao de solos contaminados com hidrocarbonetos de petroleo &
um processo de tratamento com melhor relagdo custo-beneficio se
comparado com técnicas fisico-quimicas, pois essas sdo mais caras e de

dificil implementacgéao (Baptista et al., 2005).



1.4.1 Biorremediagao

A biorremediagao pode ser definida como o uso de organismos vivos

para remover poluentes ambientais presentes no solo, aguas e gases. Esses

compostos sdo metabolizados sob condicbes aerdbias ou anaerdbias, por

meio de processos bioquimicos realizados, em grande parte, pelos

microrganismos. Essa atividade decompositora resulta na degradacao ou

mineralizagdo dos contaminantes ou, ainda, na conversdo dos mesmos em

outras moléculas, algumas das quais menos toxicas (Seklemova, 2001).

A biorremediagao de solos contaminados pode ser limitada por muitos

fatores, dentre os quais se destacam (Skladany e Metting, 1993):

Caracteristicas fisico-quimicas do contaminante: altas taxas de
degradacdo sado geralmente conseguidas quando o contaminante
possui baixa massa molecular.

Concentragao e biodisponibilidade do contaminante: concentragcbes
elevadas podem ser téxicas e concentragdes baixas podem estar
abaixo do limiar critico a partir do qual a degradacao ocorre.
Propriedades dos constituintes do solo, pH, temperatura, umidade e
concentracado de oxigénio e de nutrientes minerais.

Presenca de micro-organismos com capacidade de degradar o

contaminante.

Gutnick e Rosenberg (1977) postularam trés caracteristicas

essenciais para a utilizagdo de hidrocarbonetos pelos microrganismos:

Um sistema eficiente de absorcdo de hidrocarbonetos, com sitios
especiais de ligacdo e/ou producdo de substancias emulsificantes
para o transporte do hidrocarboneto ao interior da célula;

Enzimas oxigenases especificas;

Especificidade induzida - resposta positiva do organismo ao

hidrocarboneto.



As diferentes vias que os microrganismos tém desenvolvido para
solucionar esses trés problemas provavelmente contribuem para o fato de
mais de 200 espécies terem sido descritas com capacidade de utilizagao de
hidrocarbonetos. Essas espécies de microrganismos estdo distribuidas nos
trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya (com destaque para o Reino
Fungi) (Kataoka, 2001; Tapilatu et al., 2010).

Recentemente, varios estudos tém demonstrado que membros do
dominio Archaea apresentam capacidade de mineralizar hidrocarbonetos de
petréleo em condigbes aerobicas e anaerobicas (Anderson e Lovley, 2000;
Chang et al., 2006; Tapilatu et al., 2010; Stauffert et al., 2014).

A habilidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos ocorre
principalmente em duas ordens: Mucorales e Moniliales. Os géneros
Aspergillus e Penicilllum possuem muitas espécies que assimilam
hidrocarbonetos. Contudo, essa caracteristica € uma propriedade individual
da espécie e ndo necessariamente uma caracteristica particular do género
(Riser-Roberts,1992). Algumas espécies de fungos envolvidos na
degradacdo de hidrocarbonetos sao Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Pleurotus ostreatus e Phanerochaete chrysosporium
(Steffenet al., 2002; Zanget al., 2007; Lotfinasabasl et al., 2012).

As bactérias sdo o grupo de microrganismos mais empregado em
estratégias de biorremediacdo devido a sua ampla diversidade fisiolégica e
porque s&o O grupo mais abundante entre as populagdes microbianas do
solo (Pichtel, 2007). Dentre as bactérias que degradam hidrocarbonetos,
algumas espécies bem conhecidas séo: Acinetobacter sp., Aeromonas sp.,
Bacillus sp., Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiella cepacia,
Micrococcus luteus, Moraxella phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum
anthropi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Proteus mirabilis,
Vibrio sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp., Vibrio fisheri e Xanthomonas
maltophilia (Dean-Ross et al. 2002; Cybulski et al., 2003; Ruberto et al.,
2005; Pucci et al., 2010; Rodrigues, 2014).



1.4.1.1 Atenuagao natural

O termo “atenuagao natural” tem sido empregado para descrever a
remediagao passiva de ambientes contaminados que envolve a ocorréncia
de diversos processos naturais, como a biodegradacgdo, a volatilizagdo, a
disperséo, a diluicdo e a adsorgéo. Dentre estes, somente a biodegradacgéo
destréi os contaminantes. Os demais processos citados envolvem,
basicamente, a transferéncia dos contaminantes de um local para outro ou a
retencao do contaminante, no caso do processo de sor¢cdo (Andradre et al.,
2010).

A principal vantagem da atenuacdo natural é que, mesmo sem o
acréscimo de nutrientes ou a adequacgao de qualquer condigao ambiental, a
reducdo do contaminante pode acontecer de maneira eficiente e continua.
Isso ocorre, principalmente, em decorréncia do processo de adaptacao
natural da microbiota nativa existente no sitio impactado. Nesse caso, esses
microrganismos passam a utilizar em seu metabolismo os compostos
organicos poluentes como fontes de carbono e energia, promovendo, entéo,
a reducao das concentragdes dessas substancias ao longo do tempo (Robb
e Moyer, 2001).

A utilizacdo da atenuagdo natural como opgao principal de
remediagdo requer algumas ressalvas, haja vista que as condi¢gdes do meio,
inclusive o tipo e a concentragdo dos contaminantes, podem nao contribuir
para a reducdo de substancias toxicas e recalcitrantes e,
consequentemente, aumentam-se os riscos de contaminagao de pessoas e
animais. Por esse motivo, 0 emprego da atenuacao natural é permitido e até
recomendado, desde que sejam respeitados os resultados obtidos em
estudos preliminares sobre a avaliagcao de risco da exposicdo da populagao,
elaborada dentro de um cenario real para o uso presente e futuro da area.
Normalmente, processos de atenuacgao natural costumam durar de meses a
anos. Por isso, o tempo requerido para a descontaminagao e a porcentagem
de degradacdo dos contaminantes podem ser imprevisiveis. E justamente
por essa consideracdo que, na maioria dos casos, € necessario que esse
processo de tratamento seja monitorado rigorosa e periodicamente. Esse

processo, denominado de “atenuacgao natural monitorada” (ANM), é um dos
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mais utilizados nos EUA para a reducédo do impacto ambiental causado por

contaminagdes de solos com compostos organicos (Andradre et al., 2010).

1.4.1.2 Bioaumentacao

A Bioaumentacdo € uma estratégia de biorremediagdo que envolve a
introducdo de microrganismos que possuem a capacidade metabdlica de
degradar os contaminantes no sitio impactado (Vogel e Walter, 2001).

O sucesso da bioaumentagdo, assim como de qualquer outra
estratégia de biorremediacdo, depende das condigbes ambientais do local
contaminado. Isso € relevante quando se trata de bioaumentagédo, uma vez
que 0s micro-organismos que serao introduzidos no ambiente devem ter a
capacidade de se adaptar de forma rapida as condicbes do meio. As
metodologias comumente utilizadas para a aplicagdo da estratégia de
bioaumentacdo sio: adigdo de linhagens puras pré-adaptadas; adicao de
consorcios microbianos pré-adaptados; introdugao de bactérias modificadas
geneticamente com um conjunto de genes relevantes para a biodegradagao,
e que por conjugagcdo podem ser transmitidos para micro-organismos
autéctones (El Fantroussi e Agathos, 2005).

Do ponto de vista ecoldgico, existem barreiras para o sucesso da
bioaumentacdo. Alguns fatores, como a relagdo dos microrganismos
inoculados com novos fatores bidticos e abidticos, irdo interferir na
sobrevivéncia e atividade metabdlica do in6culo. Dentre os fatores bidticos, a
predagao por protozoarios e competicdo com micro-organismos autéctones
por nutrientes e aceptores de elétrons sdo elementos adversos para a
bioaumentacao (Pezeshki et al., 2000).

Uma das estratégias para superar essas barreiras € o uso de
microrganismos da propria area contaminada. Um novo conceito em
bioaumentacdo, conhecido como “bioaumentagédo autdctone” (ABA), foi
proposto por Ueno et al. (2007) e é definido como a tecnologia de
bioaumentagdo que usa exclusivamente microrganismos nativos do lugar
(solo, areia, agua) para sua descontaminagao. Dessa forma, cepas isoladas
ou culturas enriquecidas, que foram obtidas antes ou depois da

contaminagao do local alvo, sdo administradas aos locais que venham a ser
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contaminados (Nikolopoulou et al., 2013). Aparentemente, microrganismos
autdctones previamente selecionados possuem maior probabilidade de
sobreviver e propagar-se no ambiente apds a reintrodugdo, quando

comparados a microrganismos isolados de outros locais (Orcutt et al., 2010).

1.4.1.3 Bioestimulagao

A bioestimulacido consiste na introdugao de nutrientes minerais e da
adequacgao de fatores como o potencial redox, temperatura, umidade e pH
em ambientes contaminados, com o objetivo de aumentar as populagdes e a
atividade dos micro-organismos autdctones ou daqueles introduzidos no solo
a partir da bioaumentagao (Chambers et al., 1991).

Medidas das propriedades fisicas e quimicas de amostras do local
podem revelar as limitagdes fisico-quimicas para a atividade microbiologica,
a qual pode entdo ser modelada para indicar os fatores criticos limitantes
(Ramaswami e Luthy, 1997).

Em alguns ambientes, a biorremediacdo é limitada por fatores
ambientais como a disponibilidade de nitrogénio, fosforo e potassio, os quais
s&o elementos necessarios para o crescimento microbiano (Thavasi et al.,
2011). Nesses ambientes, a adicdo desses nutrientes na forma de
fertilizantes é considerada uma forma eficaz para se estimular o crescimento
e a atividade microbianos e assim estimular o catabolismo dos
contaminantes (Atlas e Hazen, 2011).

Para se determinar a melhor estratégia a ser utilizada na
biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de
petrdleo, € necessaria a realizacado de estudos sobre as condi¢des bidticas e
abidticas do local, especialmente em ambientes ainda pouco estudados. E
importante também a exploragcdo de novos microrganismos provenientes
desses ambientes, que possam ser usados em processos de

bioaumentacéo.
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CAPITULO 2
DIVERSIDADE MICROBIANA DE SOLOS DA ILHA DA TRINDADE
E SEU POTENCIAL PARA BIORREMEDIACAO DE

CONTAMINAGAO POR PETROLEO

2.1 INTRODUGAO

A ilha oceénica da Trindade, com superficie aproximada de 10 km?,
situa-se no oceano Atlantico sul no paralelo da cidade de Vitéria, Estado do
Espirito Santo - Brasil, afastada aproximadamente 1.140 km da linha
costeira. Varios estudos tém reportado a presenca de espécies de fauna e
flora endémicas e ressaltado a importancia dessa ilha para a reproducgéo e
alimentagdo de diversos organismos marinhos e terrestres, como as aves
migratorias e as tartarugas marinhas (Almeida, 2000; Martins e Alves, 2007,
Clemente et al., 2009).

Essa ilha, de extraordinaria importancia ecoldgica, esta localizada
numa regiao de grande interesse econémico, constituida pela reserva sub-
oceanica de petroleo do Pré-Sal. Atualmente, nessa regido sao produzidos
diariamente 500 mil barris de petrdleo, mas para 2018 estima-se que 52% da
producao total de 6leo do Brasil virdo do pré-sal (Petrobras, 2014). Durante a
exploracéo, o transporte, o refino e as operagdes de armazenamento do
petroleo e/ou de seus derivados, podem ocorrer derramamentos acidentais,
ocasionando a contaminagao de solos e aguas (Aislabie et al., 2006; Marin
et al., 2006).

Hidrocarbonetos provenientes do petroleo acidentalmente liberados
no ambiente causam disturbios ambientais em toda a biota local e
adjacéncias, além de alto prejuizo para a economia do local atingido (De La
Huz et al., 2005). Os efeitos s&o sentidos imediatamente e também em longo
prazo. Em ambientes costeiros, os problemas do contato do 6leo com a biota
sao facilmente visualizados, causando diminuigdo na capacidade respiratoria
e fotossintética dos organismos, ocasionando mortandades em massa
(Laffon et al., 2006).
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O presente trabalho teve como finalidade analisar a diversidade
microbiana de solos da llha da Trindade, onde n&o existem registros de
contaminacgao por hidrocarbonetos de petréleo, e estudar o impacto de uma
possivel contaminagao por hidrocarbonetos de petroleo nas comunidades
microbianas autéctones desses solos, avaliando a capacidade de

biodegradagao dos contaminantes por esses microrganismos.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Descrigao do Local de Estudo e Obtengao das Amostras

Amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0 a 20 cm
em dois pontos, Praia do Principe e Pico do Desejado (Figura 1). Em cada
um desses pontos foi realizada a coleta em triplicata de duas amostras, uma
constituida de solo da regido radicular da espécie Bulbostylis nesiotis
(Hemsl.) C.B. Clarke e outra de solo da regido radicular da espécie Cyperus

atlanticus,Hemsl., ambas pertencentes a familia Cyperaceae.

Figura 1. Mapa da llha da Trindade mostrando os pontos de coleta dos

solos. P1: Ponto1 - Praia do Principe; P2: Ponto 2 - Pico do Desejado

o
Trindade Island

Image Landsat

us De;?;cg:atioégfgraphe' C()()S[C earth

Data SIO, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO.

Fonte: Google earth, 2014.
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As amostras foram armazenadas a 4°C até a chegada a Universidade
Federal de Vigosa, onde foram caracterizadas quanto a aspectos fisicos e

quimicos e utilizadas em ensaios de biorremediagao
2.2.2 Experimento de Biorremediagao

O experimento de biorremediacdo foi conduzido em microcosmos
contendo 100 cm?® de cada solo. O experimento consistiu num fatorial com
dois niveis (Presencga/Auséncia), dois fatores (Petréleo, NPK) e trés
repeticdes, num delineamento inteiramente casualizado (DIC) (Tabela 1).

A contaminagdo consistiu da adicdo de petroleo aquecido
gradualmente até 210 °C para eliminagao dos hidrocarbonetos mais volateis,
em concentragdo de 25.000 mg dm™. A fertilizacgo foi feita adicionando-se
(NH4)2S04, NasHPO4 e KCI em concentracgdes finais de N, P e K de 80, 160
e 80 mg dm™, respectivamente.

Imediatamente apos a adigdo dos nutrientes e da contaminagédo com
petrdleo, os microcosmos foram incubados em incubadora DBO a 24 °C em
condigbes aerobias por 60 dias, mantendo-se a umidade a 60% da
capacidade de retencao de agua. Ao final do experimento, foi realizada a
quantificacdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) utilizando-se o kit
RemediAid® (CHEMetrics).

Tabela 1: Tratamentos do experimento de biorremediagao.

Fatores Petrdleo* NPK*
Tratamentos
T1 0 0
T2 1 0
T3 0 1
T4 1 1

* 1: presenca, 0: auséncia.
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2.2.3 Analise molecular da diversidade microbiana

2.2.3.1 Extragao de DNA. A extracao de DNA dos solos foi realizada
ao final do experimento de biorremediacdo, empregando-se o kit
PowerLyzer® (MoBio), de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.2.3.2 PCR-multiplex. A PCR (50 L) foi realizada com um conjunto
de trés pares de oligonucleotideos iniciadores, um par para cada um dos trés
grupos microbianos estudados (Tabela 2). A mistura de reag¢ao continha 1,0
ML dos primers 63F e 1087R NED a 10uM; 2,0 uL dos primers ITS1F FAM,
ITS4, Ar3F e Ar927R HEX a 10uM; 0,2mM de cada desoxiribonucleotideo
trifosfato; 2,5 U de Taq Polimerase e 2uL de DNA molde. As amplificacbes
foram realizadas em termociclador (Bio-Rad, C1000™), conforme o seguinte
programa: 5 min. a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 seg. a 95 °C, 30 seg. a
55 °C e 1 min. a 72 °C, com extensao final de 10 min. a 72 °C. Os produtos
da amplificagdo foram verificados por meio de eletroforese em gel de

agarose a 1,2 % em tampao TAE 1X.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR-

multiplex
. . ~ a , , Gene a .
Iniciador Marcagao Sequéncia de 5’ para 3 alvo Grupo Referéncia
63f 16S . Marchesi
- AGGCCTAACACATGCAAGTC RNA Bacteria et al.. 1998
[NED]- 16S ,
1087 NED  creetreceseacTTaccee (RNA  Dacteria  Hauben et
al., 1997
Gardes e
[6-FAM]- ITS (18S .
TS 6FAM  11GGTCATTTAGAGGAAGTAA  RNA) (UMY Ezrggg’
ITS (18S . White et
ITS4r - TCCTCCGCTTATTGATATGC FRNA) Fungi al. 1990
16S Giovannoni
Ar3f - TTCCGGTTGATCCTGCCGGA RNA Archaea et al., 1988
Ar927r HEX [HEX]- 16S Archaea Jurgens et

CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC rRNA
al., 1997
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2.2.3.3 T-RFLP. Os produtos amplificados foram purificados com o kit
lllustraGFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare®) e em
seguida eluidos em 25 yL de tampao de eluigdo. Prosseguiu-se com a
digestdo enzimatica de cada produto amplificado em uma reagédo (30 ulL)
contendo todo o produto amplificado, 10 U de enzima de restricao Mspl, 0,3
uL de albumina de soro bovino acetilada (BSA) e 3 uL do respectivo tampé&o
em concentragao final de 1X (Culman, 2006).

A digestéo foi realizada em termociclador a 37 °C por 3 h, seguido de
um periodo de inativagdo da enzima por 15 minutos a 95 °C. Os produtos
foram precipitados e posteriormente ressuspendidos em placa de
sequenciamento em MegaBace Loading Solution (Amersham Pharmacia
Biotech®), juntamente com o marcador ET550-R (GE Healthcare). O mix na
placa foi submetido a desnaturagéo a 95 °C por 5 min. e mantido no gelo até
a corrida em sequenciador MegaBACE 1000 DNA Analysis System
(Molecular Dynamics/GE Healthcare®), utilizando o conjunto de filtros
Genotyping filter set 2. As condi¢des da corrida foram: tempo de injegao de
60 seg., tenséo de injecao de 4 kV, tempo de corrida de 120 min. e tensao
de corrida de 10 kV.

2.2.3.4 Analise dos dados de T-RFLP. A analise dos dados apods a
corrida no sequenciador foi realizada com o programa Gene Marker 2.4.1
Trial Version (Soft Genetics, State College), apods alteragdo do canal de
cores para “MegaBACEchannels” e aplicagdo manual de matriz espectral
gerada pela analise do sinal de cada corante fluorescente separadamente
(Fluorescent Amidite Matrix Standard, Applied Biosystems®).

A andlise de fragmentos terminais foi realizada considerando-se os
fragmentos entre 50 e 550 pb. Todos os picos gerados foram conferidos
manualmente e os que apresentaram intensidades menores que 40
unidades de fluorescéncia foram excluidos para minimizar os efeitos de
ruido. A abundancia relativa de cada pico foi calculada como a propor¢ao de
todas as alturas de pico na amostra antes das analises estatisticas.

Os indices ecoldgicos de diversidade de Shannon-Weaver,
dominancia de Simpson e riqueza de Margalef foram estimados a partir dos

dados de abundancia relativa de ribotipos e intensidades dos picos do
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T-RFLP. Analises de agrupamento do perfil das comunidades dos trés
grupos microbianos foram realizadas utilizando-se como coeficiente de

associacao a distancia euclidiana.

2.2.4 Isolamento e identificacado de microrganismos com
potencial para utilizacado em processos de biorremediacdao de

contaminagao por petréleo

2.2.4.1 Isolamento. Foram isoladas populagdes de Bacteria dos solos
contaminados com petréleo durante o experimento de biorremediacio.
Amostras dos solos contaminados foram diluidas serialmente em solugéo
tampao de pirofosfato de sddio (0,1%) e Tween 80 (0,05%), seguindo-se
plaqueamento das diluicdes 10° a 10® pela técnica de espalhamento em
superficie, utilizando-se meio Trypticase soy agar (TSA, Difco™), na
concentracdo recomendada pelo fabricante e a 1/10 da concentragcéo
recomendada. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 24 °C
por 48 h.

2.2.4.2 Identificagao dos isolados bacterianos. A identificacao dos
isolados bacterianos foi feita por meio da analise do perfil de acidos graxos,
empregando-se o Microbial Identification System (MIDI) (Microbial ID Inc.,
Newark, Del). A obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi feita
utilizando-se o Instant Fame Kit, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A analise foi feita em um cromatografo a gas com detector de
ionizacdo de chama 7890A (Agilent Technologies, Inc), utilizando-se o
software Sherlock® Microbial Identification System, versdo 6.2 e a biblioteca
de referéncia ITSA 1.0.

2.2.5 Anadlises estatisticas. Os dados de degradacido de
hidrocarbonetos totais de petréleo foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e a diferenca entre pares especificos de médias foi avaliada
usando-se o teste de Duncan a 5 % de probabilidade. Para os dados de
diversidade, inicialmente os testes F e Shapiro-Wilks foram utilizados para

testar a varidncia e normalidade dos dados, respectivamente. Os dados
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considerados nao-paramétricos foram entdo submetidos a analise com o

teste de Wilcoxon a 5 % de probabilidade.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizagao fisico-quimica dos solos.

A tabela 3 resume as propriedades fisico-quimicas dos solos
estudados, antes de ser adicionado petréleo e/ou nutrientes inorganicos. Os
solos da Praia do Principe foram classificados como franco-arenosos,
enquanto os solos do Pico do Desejado foram classificados como argilosos.

Os solos da Praia do Principe apresentaram valores de pH variando de
neutro a moderadamente alcalino, enquanto os solos do Pico do Desejado
apresentaram valores variando de acido forte a acido muito forte (U.S.
Department of Agriculture, 1993).

Todos os solos analisados caracterizaram-se por apresentar altos
teores de nutrientes, porém apresentam diferencas quanto ao conteudo de
matéria organica, sendo esse maior nos solos do Pico do Desejado do que

nos solos da Praia do Principe

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos utilizados no estudo

S1B s1C S2B s2C
Areia grossa (0.25-2 mm) (dag kg'1) 43 47 15 11
Areia fina (0.05-0.25mm) (dag kg™") 14 15 4 6
Silte (0.002-0.05 mm) (dag kg™") 26 24 35 31
Argila (<0.002 mm) (dag kg™) 17 14 46 52
Classe textural Franco- Franco- Argilosa Argilosa
arenosa arenosa
pH" 7,34 8,30 5,26 4,84
Matéria organica (dag kg™') * 1,29 0,78 15,50 13,56
N Total (dag kg™)® 0,320 0,648 0,158 0,368
P Remanescente (mg dm™)® 18,4 22,0 10,4 15,9
P Disponivel(mg dm™)® 272,3 350,3 170,3  273,9
K Disponivel(mg/dm™®) ©® 473 642 30 39

"pH em agua - Relacdo 1:2,5; “Método Walkley-Black; © Método Kjeldahl; ™ Método
utilizando CaCl,; ©¢® Método Extrator Mehlich |.

S1B: Solo Praia do Principe sob vegetacao de B. nesiotis; S1C: Solo Praia do Principe sob
vegetagdo de C. atlanticus;S2B: Solo Pico do Desejado sob vegetacao de B. nesiotis; S2C:
Solo Pico do Desejado sob vegetagao de C. atlanticus
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2.3.2 Experimento de biorremediagao

A concentracdo residual de HTP nos solos, ao final do periodo de
incubagao, variou entre 6.340 mg dm™ no solo do Pico do Desejado sob
vegetacdo de B. nesiotis e 8.400 mg dm™ no solo da Praia do Principe sob
vegetacdo de C. atlanticus (Tabela 3), correspondendo a 75% e 66% de

remocgao de HTP, respectivamente.

Tabela 3. HTP residual em solos da llha da Trindade contaminados com
petroleo")

Solo e Tratamento” Concentragdo média residual % de degradagéo
de HTP (mg dm™solo)

S1B T2 8038 68
S1B T4 7856 69
S1C T2 8401 66
S1C T4 8143 67
S2B T2 6679 73
S2B T4 6340 75
S2C T2 7339 71
S2C T4 7017 72

"Os microcosmos foram contaminados com petroleo (25.000 mg dm’3) e em seguida
incubados por 60 dias em condi¢cdes aerdbias, a 24 °C, mantendo-se a umidade a
60% da capacidade de retengao de agua.

@31B: Solo Praia do Principe - B. nesiotis; S1C: Solo Praia do Principe - C.
atlanticus; S2B: Solo Pico do Desejado - B. nesiotis; S2C: Solo Pico do Desejado - C.
atlanticus T2: sem NPK; T4: com NPK.

Nao houve diferenca significativa na degradagao de HTP nos solos em
resposta a aplicagao dos nutrientes NPK (p = 0,417).

Foi observada diferenga significativa na degradacédo de HTP entre os
quatro solos estudados. O solo com maior percentagem de degradagéo de
HTP foi o solo do Pico do Desejado sob vegetacédo de B. nesiotis, seguido do
mesmo solo sob vegetacdo de C. atlanticus. Os solos da Praia do Principe
(S1B e S1C) apresentaram as menores percentagens de degradagéo de HTP
(Teste Duncan, p= 0,05).

25



2.3.3 Estrutura e Diversidade das Comunidades Microbianas

Houve diferenga significativa do indice de diversidade de Shannon-
Weaver e de Riqueza de Margalef (R) entre os trés grupos taxonémicos
estudados (Wilcoxon, p<0,05). O dominio Bacteria foi o grupo mais diverso
em todos os solos e tratamentos, seguido pelo reino Fungi e, por ultimo, pelo
dominio Archaea (Figura 2). Bacteria foi também o grupo com maior riqueza

de espécies, quando comparado com Archaea e Fungi (Figura 3).

Diversidade de Shannon-Weaver (H')
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Figura 2. Valores médios do indice de diversidade de Shannon-Weaver (H) para os trés
grandes grupos de microrganismos analisados no experimento de biorremediacéo,
obtidos através dos dados de T-RFLP. As caixas indicam onde estdo contidos 50 %
dos dados; a linha escura dentro das caixas indica a mediana; as barras externas
correspondem aos dados extremos, porém nao discrepantes.
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N&o foi encontrada diferenca significativa do indice de Dominancia de

Simpson (D) entre os trés grupos (Figura 3).
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Figura 3. indice de Dominancia de Simpson (D) e de Riqueza de Margalef (R) para os trés
grandes grupos de microrganismos analisados no experimento de biorremediagéao,
obtidos através dos dados de T-RFLP.

Foram encontradas diferengcas significativas dos indices de
Diversidade de Shannon-Weaver e de Riqueza de Margalef para os trés
grupos de microrganismos nos diferentes solos estudados (Wilcoxon,
p<0,05). Os maiores valores de diversidade e rigueza da comunidade de
Bacteria e Fungi foram encontrados no Solo do Pico do Desejado sob
vegetacdo de B. nesiotis, seguidos pelos encontrados no mesmo solo sob
vegetacdo de C. atlanticus. A diversidade e riqueza de Archaea mostrou um
padrao contrario ao de Bacteria, sendo os maiores valores encontrados nos
solos da Praia do Principe. Nao foram detectados representantes desse
dominio no solo do Pico do Desejado sob vegetacao de B. nesiotis, onde se
obtiveram os maiores valores de Diversidade e Riqueza de Bacteria (Figura
4).
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Figura 4. indices de Diversidade de Shannon-Weaver (H') e de Riqueza de Margalef (R) da
comunidade de Bacteria, Archaea e Fungi nos solos estudados no experimento de
biorremediacéo, obtidos através dos dados de T-RFLP. S1B: Solo Praia do
Principe sob vegetagéo de B. nesiotis; S1C: Solo Praia do Principe sob vegetacao
de C. atlanticus; S2B: Solo do Pico do Desejado sob vegetacdo de B. nesiofis;
S2C: Solo do Pico do Desejado sob vegetacao de C. atlanticus.

Representantes do dominio Bacteria foram encontrados em todos os
solos e tratamentos estudados. Ja os representantes do dominio Archaea
foram detectados em todos os tratamentos dos solos da Praia do Principe,
mas nao foram detectados em nenhum dos tratamentos do solo do Pico do
Desejado sob vegetacdo de B. nesiotis e em dois dos tratamentos do solo
dessa mesma area sob vegetacdo de C. atlanticus (S2CT3 e S2CT4).
Representantes do reino Fungi nao foram detectados nos tratamentos
S1BT1, S1CT2, S1CT3, S2BT2 e S2CT4 (Figura 5).
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Nos solos da Praia do Principe, a diversidade e riqueza de Bacteria
sofreram redugéao significativa em resposta a contaminagao com petréleo, no
tratamento sem adicdo de nutrientes (S1T1 x S1T2). No tratamento que
recebeu adigcdo de NPK, a presenca de 6leo néo afetou a diversidade (S1T3
x S1T4). Nas amostras ndo-contaminadas, a adicdo de nutrientes resultou
em aumento da diversidade e redugdo da riqueza (tratamentos S1T1 x
S1T3). Ja nas amostras contaminadas, a aplicacdo de NPK resultou em
aumento tanto da diversidade quanto da riqueza (tratamentos S1T2 x S1T4)
(Figura 5).

Nos solos do Pico do Desejado sob vegetagao de B. nesiotis, nao
houve efeito da contaminagao com petréleo sobre a diversidade ou riqueza
de Bacteria nos solos que nao receberam aplicagcéo de fertilizantes (S2BT1 x
S2BT2, Figura 5). Ja nos solos que receberam aplicacdo de NPK, a
contaminagdo com petréleo resultou em aumento significativo tanto da
diversidade quanto da riqueza desse grupo (S2BT3 x S2BT4, Figura 5). No
mesmo tipo de solo, coletado sob vegetacao de C. atlanticus, a aplicagao de
NPK resultou em aumento da diversidade e riqueza de Bacteria no
tratamento sem contaminagao com petroleo (S2CT1 x S2CT3) e na redugao
da riqueza (mas nao da diversidade) na amostra contaminada (S2CT2 x
S2CT4),em relagdo ao efeito da contaminagdo sobre as comunidades
microbianas nesse solo, houve aumento dos indices de diversidade e
rigqueza em resposta a contaminacdo nos solos que nao receberam
aplicacdo de NPK (S2CT1 x S2CT2) e o contrario foi observado nas
amostras fertilizadas (S2CT3 x S2CT4) (Figura 5).

A diversidade e riqueza de Archaea no solo da Praia do Principe sob
vegetacado de B. nesiotis diminuiram com a aplicagcdo de nutrientes, com a
adicdo de petréleo e com a aplicagdo de nutrientes junto com petrdleo
(S1BT1 x S1BT2, S1BT3 e S1BT4). No solo sob vegetagao de C. atlanticus,
houve aumento tanto da diversidade quanto da riqueza desse grupo quando
foi adicionado petroleo nos solos sem fertilizante (S1CT1 x S1CT2),
ocorrendo o oposto quando o petrdleo foi adicionado aos solos fertilizados
(S1CT3 X S1CT4) (Figura 5).
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No solo do Pico do Desejado sob vegetagédo de B. nesiotis ndo foram
encontrados representantes do dominio Archaea em nenhum dos
tratamentos. Porém, no solo do Pico do desejado sob vegetagdo de C.
atlanticus foram detectados representantes desse Dominio nos solos sem
adicdo de nutrientes, nos quais a diversidade e riqueza desse grupo
microbiano aumentaram com a aplicagdo de petroleo (S2CT1 x S2CT2)
(Figura 5).

Nao foram detectados representantes do reino Fungi no solo da Praia
do Principe sob vegetacido de B. nesiotis nos quais nao foram adicionados
nem nutrientes nem petréleo (S1BT1). Nesse solo, a diversidade e riqueza
desse grupo foram maiores no tratamento em que foi adicionado NPK
(S1BT3), havendo porém uma reducdo quando houve adicao de petrdleo
(S1BT3 x S1BT2, S1BT4). No mesmo solo, sob vegetagao de C. atlanticus,
houve aumento da diversidade (mas n&o da riqueza) de fungos no solo
quando adicionados em conjunto nutrientes e petréleo (S1CT1 x S1CT4),
mas nao foram encontrados representantes do reino Fungi nos solos com
adicdo de nutrientes e petroleo separadamente (S1CT2 e S1CT3) (Figura 5).

No solo do Pico do Desejado sob vegetacdo de B. nesiotis, houve
diminuicao da diversidade (mas nao da riqueza) de fungos quando foram
adicionados nutrientes (S2BT1 x S2BT3). Porém, quando se adicionaram
nutrientes juntamente com petréleo, houve diminuigdo tanto da riqueza
quanto da diversidade desse grupo (S2BT1 x S2BT4). No tratamento com
adicao de petroleo sem nutrientes, ndo foram detectados representantes do
reino Fungi. No mesmo solo, sob vegetagdo de C. atlanticus, houve
diminuicao da diversidade e riqueza de fungos quando nutrientes e petréleo
foram adicionados separadamente (S2CT1 x S2CT2, S2CT3) e ndo houve
detecgdo de representantes desse grupo quando nutrientes e petroleo foram

adicionados em conjunto (S2CT4) (Figura 5).
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Figura 5. Diversidade de Shannon-Weaver (H’)e Riqueza de Margalef (R) da comunidade
de Bacteria, Archaea e Fungi nos solos e tratamentos estudados no experimento
de biorremediagdo, obtidos através dos dados de T-RFLP. S1B: Solo Praia
Principe sob vegetagéo de B. nesiotis; S1C: Solo Praia do Principe sob vegetagao
de C. atlanticus; S2B: Solo do Pico do Desejado sob vegetagao de B. nesiotis;
S2C: Solo do Pico do Desejado sob vegetagdo de C. atlanticus; T1: sem
petroleo/sem NPK; T2: com petréleo/sem NPK; T3: sem petroleo/com NPK; T4:
com petréleo/com NPK.

2.3.4 Analises de Agrupamento

A comunidade de Bacteria do solo do Pico do Desejado sob
vegetacéo de B. nesiotis, contaminado com petréleo e fertilizado (S2BT4), é
a que mais difere quando comparada com as comunidades dos outros solos
e tratamentos; para Archaea, a comunidade do solo da Praia do Principe sob
vegetacdo de C. atlanticus, contaminado com petréleo e nao-fertilizado
(S1CT2), € a que mais difere e, para Fungi, a comunidade que mais diferiu
das demais é a encontrada no solo da Praia do Principe sob vegetagéao de

C. atlanticus, nao-contaminado e sem aplicacdo de NPK (S1CT1) (Figura 6).
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Figura 6. Analises de agrupamento do perfil das comunidades de Bacteria, Archaea e
Fungi, utilizando-se a distancia euclidiana como coeficiente de associagéo. S1B:
Solo Praia do Principe sob vegetacédo de B. nesiotis; S1C: Solo Praia do Principe
sob vegetacao de C. atlanticus; S2B: Solo Pico do Desejado sob vegetagéo de B.
nesiotis; S2C: Solo Pico do Desejado sob vegetacdo de C. atlanticus; T1: sem
petréleo/sem NPK; T2: com petroleo/sem NPK; T3: sem petréleo/com NPK; T4:

com petréleo/com NPK.
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2.3.5 Obtencao e identificagcao de isolados com potencial para

degradar petréleo

Foram obtidos 27 isolados a partir dos solos da llha da Trindade

contaminados com petroleo durante o experimento de biorremediagdo. Os

resultados da identificagdo dos mesmos pelo perfil de acidos graxos estao

apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Identificacdo dos isolados obtidos a partir de solos da llha de
Trindade contaminados com petroleo durante o experimento de
biorremediacao.

Isolado

Identificagcido

indice de similaridade (IS)*

TRNA1
TRN2
TRN3
TRN4
TRN5
TRNG6
TRN7
TRN8
TRN9
TRN10
TRN11
TRN12
TRN13
TRN14
TRN15
TRN16
TRN17
TRN18
TRN19
TRN20
TRN21
TRN22
TRN23
TRN24
TRN25
TRN26
TRN27

Pseudomonas putida
Rhodococcus erythropolis
Microbacterium terrae
Microbacterium terrae
Rhodococcus erythropolis
Micrococcus luteus
Pseudomonas stutzeri
Moraxella osloensis
Rhodococcus erythropolis
Micrococcus luteus
Moraxella osloensis
Kocuria rhizophila
Rhodococcus erythropolis
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis
Micrococcus luteus
Kocuria varians
Paenibacillus pabuli
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus erythropolis
Bacillus subtilis

Nocardia globerula
Nocardia globerula
Rhodococcus erythropolis
Bacillus subtilis

0.936
0.590
0.547
0.470
0.610
0.471
0.861
0.519
0.575
0.853
0.593
0.470
0.432
0.706
0.744
0.738
0.759
0.439
0.392
0.444
0.517
0.432
0.743
0.656
0.656
0.450
0.717

*Indice de similaridade do perfil de acidos graxos do isolado em
relacdo ao perfil de acidos graxos das cepas utilizadas na
construcao da biblioteca de referéncia ITSA 1.0.
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2.4 DISCUSSAO

As altas percentagens de degradagao de HTP (acima de 66%) obtidas
nesse trabalho com solos da Ilha de Trindade, mantidos em condicbes
aerobicas e temperatura de 24 °C por 60 dias, sdo coerentes com a origem
rizosférica dos solos estudados, onde se demonstrou a presenca de uma
grande diversidade e riqueza microbianas. Nos solos rizosféricos, dada a
presenga de raizes e exsudatos, ha uma elevada biomassa microbiana e uma
maior atividade dos microrganismos do que nos solos com pouca ou nenhuma
influéncia radicular, o que favorece a biodegradacédo de hidrocarbonetos de
petréleo (Schwab et al., 1995).

Nao foi encontrado efeito significativo da adi¢do de nutrientes minerais
sobre a degradacao de HTP. O resultado € atribuido a alta fertilidade natural
dos solos da llha da Trindade, onde os elementos N, P e K ndo sio limitantes
para a multiplicacéo e atividade microbianas.

A adi¢cdo de nutrientes inorganicos tem sido repetidamente relatada
como uma estratégia eficaz para se estimular o crescimento microbiano na
agua do mar, em sedimentos e em solos contaminados com hidrocarbonetos
de petréleo (Kasai et al., 2002; Head et al., 2006; Nikolopoulou e Kalogerakis,
2008; Beolchini et al., 2010; Rodriguez-Blanco et al., 2010). No entanto, nos
sedimentos marinhos contaminados com petroleo estudados por Roberg et al.
(2007) e por Dell’Anno et al. (2012), ndo foi observado aumento significativo
na abundancia bacteriana ou na degradagao de hidrocarbonetos em resposta
a adicdo de nutrientes inorganicos. No caso dos solos oriundos da llha da
Trindade utilizados nesse trabalho, os resultados demonstram nao haver
beneficio da adicdo de fertilizantes NPK em relacdo a atividade de
biodegradagao.

A maior percentagem de degradagdo de HTP observada no solo do
Pico do Desejado em relagdo ao solo da Praia do Principe pode estar
relacionada as caracteristicas fisico-quimicas desses solos. O solo do Pico do
Desejado caracteriza-se por apresentar maior teor de argila e de matéria
organica do que o solo da Praia do Principe. Essas caracteristicas podem

influenciar a atividade das populacbes microbianas do solo e também os
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possiveis efeitos da contaminacdo por hidrocarbonetos sobre elas. Altos
teores de matéria organica e argila nos solos protegem o0s microrganismos
contra o efeito dos hidrocarbonetos, levando a uma menor inibicdo das
populagdes microbianas do solo (Labud et al., 2007),. A matéria organica e
argila podem adsorver contaminantes, diminuindo a sua concentragao inicial
na fase aquosa e gasosa do solo. Nos solos arenosos, os contaminantes
adicionados n&o sao retidos pelos coldides organicos e inorganicos do solo;
consequentemente, compostos toxicos exercem maior efeito de toxicidade
sobre os microrganismos do solo (El-Tarabily, 2002). Esse efeito pode ser
observado ao se compararem os dados de diversidade nos tratamentos sem
(T1) e com adicao de petréleo (T2) nos solos néao fertilizados (Figura 5), que
demonstram ter havido redugdo da diversidade em resposta a contaminagao
com petroleo somente nos solos da Praia do Principe, tanto sob vegetacao de
B. nesiotis quanto de C. atlanticus.

As analises de diversidade e riqueza de microrganismos demonstraram
que os solos do Pico do desejado apresentam originalmente maior diversidade
e rigueza de bactérias e fungos do que os solos da Praia do Principe
(Tratamento 1 na Figura 5), atributo que parece ter contribuido para com a
maior atividade de biodegradacao de hidrocarbonetos de petréleo nos solos do
Pico do Desejado. Comunidades com baixa diversidade estdo menos
adaptadas para lidar com flutuacbes e estresse ambientais do que
comunidades biologicamente estabelecidas com maior diversidade (Atlas e
Bartha, 1998). Dell’Anno et al. (2012) demonstraram que a eficiéncia na
biodegradacao de hidrocarbonetos em sedimentos se relacionou significativa e
positivamente com a riqueza de Bacteria em experimentos de biorremediagao
realizados em condicdes aerdbicas e anaerobicas.

As diferengcas de degradacdo de HTP entre o solo do Pico do
Desejado sob vegetagéo de B. nesiotis e 0 sob vegetagéo de C. atlanticus, sdo
coerentes com a ocorréncia de selecao diferenciada de populacdes
microbianas na rizosfera de diferentes espécies vegetais, como evidenciado
nesse trabalho. As plantas excretam na rizosfera compostos organicos como
aminoacidos, acidos carboxilicos, carboidratos, derivados de acidos nucléicos
e enzimas, 0s quais promovem a selecao de certas populagdes microbianas

na rizosfera (Rosa, 2006). A quantidade e a qualidade dos compostos
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organicos liberados no solo pelas plantas dependem da espécie vegetal, ciclo
de vida e estagio de crescimento.

No estudo realizado por Lambais et al. (2014) sobre a estrutura das
comunidades bacterianas associadas a filosfera, dermosfera e rizosfera de
sete espécies de arvores da Mata Atlantica no Brasil, foi demonstrado que
cada uma das espécies de plantas seleciona comunidades bacterianas
distintas, e que as estruturas das comunidades bacterianas estao
significativamente relacionadas com o faxa das plantas, nos niveis de espécie,
familia e ordem.

Em conclusao, esse estudo demonstra que um fator relevante para a
eficiéncia na degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo nos solos é a
diversidade das comunidades microbianas originalmente presentes. A
selecao diferenciada de populagdes microbianas tanto pelas caracteristicas
fisico-quimicas dos solos quanto pela influéncia de espécies vegetais
presentes neles, teve como consequéncia a obtencao de percentagens de
degradacao de hidrocarbonetos distintas nos solos da llha da Trindade
estudados. Nesses solos, a adicdo de nutrientes para se estimular a

biodegradagao aparentemente faz-se desnecessaria.
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CONCLUSOES GERAIS

Os solos da llha de Trindade, sem registros de contaminagdo por
hidrocarbonetos de petroleo, apresentam microrganismos nativos com
capacidade de metabolizar esse tipo de compostos organicos, auxiliando a

remocao dos contaminantes.

Devido aos altos teores de nutrientes encontrados nos solos estudados, a
fertilizacdo com NPK n&o é um fator limitante ao processo de biodegradacéao
dos hidrocarbonetos de petréleo. Porém, um fator relevante para a eficiéncia
na degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo nos solos estudados € a

diversidade das comunidades microbianas originalmente presentes.

A selecdo diferenciada de populagdes microbianas tanto pelas
caracteristicas fisico-quimicas dos solos quanto pela influéncia de espécies
vegetais presentes neles, teve como consequéncia a obtengdo de
percentagens de degradacdo de hidrocarbonetos diferencial nos solos da
llha da Trindade estudados. Sendo que a maior percentagem de degradacao
de hidrocarbonetos totais de petréleo (75%) foi obtida no solo do Pico do

Desejado sob vegetacao de B. nesiotis.
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