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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar o impacto do 6leo Diesel na
microbiota nativa do solo de manguezal de Vila Velha- Itamaraca, analisando a
capacidade biodegradadora natural dos microrganismos nativo presente nesta area. Os
resultados mostraram que microrganismos solo de manguezal (fungos e bactérias)
quando submetidos a impactos da substituicdo total de sua fonte de carbono sem um
prévio contato com o poluente reduziram no numero de colbénias. Porém quando o solo
foi submetido ao impacto com o poluente, durante trinta dias a rea¢do microbiana foi de
um aumento populacional, sendo observado a diminui¢do na diversidade das formas de
coldnias e surgimento de outras. Nos estudos realizados com a substituicdo total da
fonte de carbono em meio aquoso sem estimulo a aeracdo confirmou-se através dos
ensaios bioquimicos a presenca do género Pseudomonas e sua participacdo no
processo de biodegradacdo, através da reducdo de componentes do 6leo Diesel
analisado por cromatografia GCMS. Nos ensaios submetidos a agitacdo obteve-se um
aumento populacional superior ao do impacto no solo, apresentando uma diminui¢cao na
tensdo superficial em 40% no periodo de vinte dias, neste a reducdo do poluente em

ensaios cromatograficos apresentou-se maior chegando a 99% no composto decano.
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ABSTRACT

The aim of this work is to study the impact of Diesel oil contamination on the
mangrove located in the Itamaraca Island near Vila Velha in the State of Pernambuco,
Brazil. The capacity of the mangrove native microbial population of degrading Diesel oil
was analyzed. The results showed that when this native population was subjected to
complete substitution of the carbon source without previous contact with the
contaminant Diesel the population colony count decreased. Nevertheless, when the
contact occurred slowly during 30 days an increase in the population occurred. A
reduction in the diversity of colonies and appearance of news colonies not present in the
previous experiment were observed. In the studies with complete substitution of the
carbon source without aeration the presence of Pseudomonas genus by biochemistry
methods. The reduction of the contaminant Diesel oil was measured by GCMS. In the
assays subjected to aeration in aqueous medium the population increase was bigger
than in the impacted soil. A reduction in the surface tension of the fermenting broth was
also observed. The chromatographic assays showed a 99% reduction of the decane.
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1. INTRODUCAO

A biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos através de
microrganismos tem sido considerada como uma forma eficiente, versatil e econémica
de tratamento de ambientes impactados. Para isso € possivel fazer uso de tratamentos
in situ e ex-situ (MARGESIN & SCHINNER, 2001).

O petroleo contém inimeros compostos que sdo agrupados em fracdes de
acordo com sua solubilidade em solventes orgéanicos, sao eles: hidrocarbonetos
parafinicos, naftalicos, aromaticos, resinas e asfaltenos. Quanto a composicdo depende
da sua formacdo e estudos sobre a mesma, vém facilitar a aplicacdo da
biorremediacdo, indicando a susceptibilidade dos petroderivados ao ataque dos
microrganismos (CAPELLI et al., 2001).

Os hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (HPA) sé&o constituintes importantes
do petrdleo, tem um alto peso molecular sendo alguns poluentes recalcitrantes, porém
quanto menor for o niumero de anéis, maior a facilidade de serem biodegradados.
Recentemente, alguns estudos tém mostrado que o género Mycobacterium isolado de
solo contaminado com petroleo apresenta capacidade de degradar moléculas como o
pireno e benzopireno (CHEUNG & KINKLE, 2001, GROSSER et al., 1991, SCHNEIDER
et al., 1996, ROSATO, 1997; CORGIE et al., 2004).

Além dos HPA serem toxicos, a presenca dessas substéncias em ambientes
marinhos pode destruir o macro e o0 microambiente. Sabe-se, porém, que certos
microrganismos sao habeis em degradar hidrocarbonetos de petréleo usando-os como
fonte de carbono e energia para seu crescimento por diferentes vias metabdlicas
(GRAWFORD & GRAWFORD, 1996).

A degradacao de compostos organicos € complexa e nem sempre o resultado é
a completa mineralizacdo em CO;, e H,O. O produto da atividade microbiana pode ser
um composto transformado por uma degradagéo incompleta, tornando-o ainda mais
nocivo. Além disso, a biorremediacdo pode ser limitada, no meio natural, por fatores

que possam vir a interferir no crescimento bacteriano como a competicdo entre
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microrganismos, quantidade de agua, temperatura, pH, presenca de residuos toxicos,
tipo de poluente, aceptores de elétrons e nutrientes (BAKER & HERSON, 1994; SA,
2002).

Essas degradacOes envolvem reacfes de oxidacdo que em sua maioria Sao
realizadas por microrganismos aerobios, porém alguns estudos tém demonstrado a
degradacdo de hidrocarbonetos em anaerobiose no meio ambiente, sendo estas
realizadas por desnitrificagdo, reducdo de sulfato ou em condigbes metanogénica,
producdo de metano (BAKER & HERSON, 1994; ROSATO, 1997).

Bactérias dos géneros Pseudomonas, Rhodococcus, Acinetobacter,
Micobacterium séo citadas em varios trabalhos como degradadoras de hidrocarbonetos
contaminantes do solo (GRAWFORD & GRAWFORD, 1996).

Vérias pesquisas tém demonstrado que alguns géneros de fungos sao capazes
de degradar compostos organicos, como a espécie Phanerochaete chrysosporium, que
mineraliza o bifenil a CO, (SIETMANN et al., 2001, SCHULTZ et al., 2001). Zheng &
Obbard (2003) constataram que isolados de cultura de fungos foram capazes de oxidar
mais de 50% de fenantreno e, especialmente, algumas linhagens do género Penicillium
foram capazes de oxidar 89% deste composto presente no meio de cultura utilizado.

Sullivan et al. (2001) em pesquisa realizada em um estuario, em Nova Jersey,
descreveram um consorcio microbiano, que sob ambiente sulfidogénico, foi capaz de
mineralizar o composto 2-metil-naftaleno. Esses autores relatam outros consorcios,
obtidos no mesmo local, capazes de mineralizar o naftaleno e o fenantreno.

Santo (2002) coletou amostras de areia na praia de Suape e enriqgueceu com
6leo Diesel com a finalidade de promover o crescimento de consorcios naturais capazes
de consumir hidrocarbonetos. A partir disso, isolou microrganismos como bactérias
pertencentes aos géneros Pseudomonas sp e Bacillus sp além de duas espécies de
leveduras, Candida tropicallis e C. lodderae.

Apesar da contaminacéo por petréleo ser de carater ocasional, dependendo da
ocorréncia de acidentes com navios, embarcacdes ou de vazamento em terminais
petroliferos, os estuarios e mangues estdo sujeitos a poluicdo, estando estes sobre
constantes riscos devidos a essas atividades (LIRA et al., 1992; CURY, 2002).
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Em um acidente de grande percussdo, uma tonelada de Oleo pode se espalhar
por 112 km? dependendo das condi¢cdes hidrolégicas, da caracteristica do dleo e do
ecossistema atingido pode persistir por muito tempo. Acarretando interferéncias diretas
ou indiretas na pesca, mariscocultura e turismo (POFFO et al., 2001).

Em Suape esta localizado um dos mais importantes estuarios de Pernambuco,
onde dentre as intervencdes antropicas sofridas, destaca-se como principal modificador
do relevo, a construgéo e instalagdo de um complexo industrial e portuério (Figura 1.1).
O Porto de Suape localiza-se em uma regido de interagdo entre as correntes de deriva
litordnea e a dinamica estuarina. Estudos tém demonstrado que a oscilacdo da mareé
resulta na penetracdo das aguas do mar no estuario sendo entdo distribuidos pelos
canais e margens, portanto qualquer acidente podera atingir esta zona, o que destaca
sua fragilidade (CPRM, Set 2003). Com essas intervencdes, coberturas vegetais foram
destruidas, areas foram aterradas e outras alagadas, tendo consequéncias desastrosas
e irreversiveis para 0 ecossistema, levando em consideracdo os importantes papéis
desempenhados pelo estuario.

Uma das formas de degradacdo dos estudrios é através da poluicdo hidrica, se
considerarmos o destino dos poluentes que sdo 0s manguezais, regides ribeirinhas e
litordneas. Entre as varias formas de poluentes organicos estdo 0s esgotos, o0s lixos e
os derivados de petrdleo (LIRA et al., 1992). Os manguezais proximos ao Porto de
Suape como também os de Vila Velha, encontram-se sob risco eminente de
contaminacgao visivel ou ndo, por derivados de petréleo, Suape por conta da intensa
atividade industrial e comercial, em quanto a Vila Velha é devido principalmente, ao

turismo e ao crescimento desordenado préximo a esses ecossistemas.
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Figura 1.1: Vista aérea da zona portuaria do Distrito industrial de Suape e
manguezal préximo. Site: meio ambiente www.suape.pe.gov.br/meio ambiente

Os manguezais constituem um importante ecossistema no equilibrio ecoldgico e
na cadeia alimentar, de solo lamoso, apresenta variacdes na salinidade dependente da
influéncia que recebe, apresentando uma diversidade de espécies funcionando como
fonte de alimentagcdo com grande potencial econé6mico (PORTO NETO, 1998). Ao
serem atingidos com petréleo ou seus derivados apresenta dificuldades para remocao
do mesmo devido as caracteristicas deste ecossistema, com vegetacdo de raizes
aéreas e solo encharcado (CURY, 2002).

As areas de manguezais no Brasil cobrem 25.000 km? porém no Estado de
Pernambuco ocupa 270 km? de &rea, destacando-se dentre os seus sistemas
estuarinos o da regido de Itamaracda, onde se localiza o Canal de Santa Cruz (Figura
1.2) apresentando-se de forma expressiva na producdo de espécies comercializaveis.
Este complexo estuarino recebe influéncia do mar e de rios como Botafogo, Paripe e
Igarassu, apresentando uma vasta area de manguezais a qual tem sido objeto de
estudo nos ultimos trinta anos devido a sua importancia cultural, econémica e cientifica.

A degradacéo deste local vem ocorrendo devido a impactos sofridos através de aterros,
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pesca estuariana e além de despejo de esgotos sanitarios (SOARES et al., 2001,
PORTO NETO, 1998; CPRH, 2005).

Figura 1.2: Imagem da entrada do Canal de Santa Cruz

em Vila Velha — Itamaraca.

O estudo do impacto por hidrocarbonetos do petréleo no solo de manguezal vem
a ser de grande importancia para que se possa observar 0 comportamento da
microbiota nativa do solo deste ambiente e sua adaptagéo ou habilidade para degradar
este tipo de poluente, seja em grandes ou pequenas concentracdes. Visto que para
aplicar a técnica de biorremediacdo se faz necessario um conhecimento do local e do
processo mais viavel com eficiéncia na remocao do poluente. Esse estudo € motivado
por riscos eventuais a poluicdo visivel ou ndo que possam chegar aos manguezais,
pois, ndo se descartam os riscos de acidentes com pequenas embarcacdes de pescas
locais e contaminacgfes oriunda do mar, que possam danificar e alterar a microflora
desse ecossistema. O qual ja vem sofrendo agressdes e degradacdes que sdo perigos
eminentes aos manguezais do Estado, estes j& alcancados com impactos variaveis de
acOes antropicas.

Dentro deste contexto avaliativo temos como principais objetivos:
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Objetivos Gerais:

e Estudar o impacto do Oleo Diesel na microbiota nativa do solo do manguezal de
Vila Velha em Itamaraca Quantificando a populacdo microbiana antes e apds o

contato com o poluente observando o impacto nesta populagéo.

Objetivos especificos;

e |solar microrganismos sobreviventes a presenca do poluente.
e Verificar a ocorréncia de biodegradabilidade pelos microrganismos nativos

e Verificar a capacidade biodegradadora do isolado em diferentes concentracées

do 6leo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPACTOS CAUSADOS PELO DERRAMAMENTO DE DERIVADOS DO
PETROLEO

Os derramamentos acidentais, 0s manuseios impréprios durante o processo de
transporte e armazenagem de derivados do petroleo, tém resultado em inumeras
contaminacgdes, levando a problemas ecolégicos com sérios danos econdmicos. Por
conta disso, a biorremediacdo tem sido uma das propostas para descontaminar estes
locais (VILA et al., 2001).

ApoOs a deteccao de um acidente ou mesmo de pequenos vazamentos, medidas
emergenciais sdo tomadas durante o derramamento de 6leo com intuito de minimizar o
efeito do desastre, estas dependem do local e do tipo do poluente. Como estratégia de
limpeza tem-se a escolha da técnica adequada, que podem variar, entre elas as
aplicacdes de adsorventes, que séo produtos oleofilicos (sintético ou mineral), remocéo
manual usando, baldes e/ou pas, caminhdes e outros, cortes de vegetacdo impregnada,
bombeamento a vacuo para tambores e “bags”, equipamento de contencdo (rede e
barreiras), dispersantes quimicos. Além da acado intencional ha também a acdo de
agentes naturais como: ondas, chuvas, ventos, biodegradacéo, volatilizacdo que véao
depender da caracteristica do poluente para atuarem na remocéo (CESTEB, 2005)

Alguns acidentes além de causar impactos ecoldgicos, tornaram-se marcos
mundiais devido as suas propor¢cdes e danos causados ao meio ambiente. O
derramamento de 6leo do petroleiro Exxon Valdez em margo de 1989 € um exemplo de
biorremediacéo in situ, onde onze milhdes de galées de Oleo bruto contaminaram 350
milhas no Alasca. A adicdo de nutrientes inorganicos para o bioestimulo aumentou
significativamente a taxa de biorremediacdo neste acidente (MADIGAN et al., 1997;
GLAZER & NIKAIDO, 1998, KOREM et al., 2003).
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Em 1992, aproximadamente 100 toneladas de 6leo bruto foram acidentalmente,
derramados em lIsrael. A técnica escolhida para recuperacdo foi a de biorremediacéo
por bioaumento e bioestimulo onde foram utlizadas bactérias selecionadas e
adicionados compostos de nitrogénio e fésforo (GRAWFORD & GRAWFORD, 1996).

Nas ultimas décadas ocorreram graves acidentes com petroleiros, entre eles
destaca-se o que correu no fim de 2002 quando o navio Prestige afundou na costa da
Galicia, Espanha, com 20,5 milhdes de galdes de hidrocarbonetos causando um grande
impacto ambiental e transtornos econdmicos irreparaveis; a maré negra formada atingiu
aves, peixes, além de praticamente toda a costa noroeste e norte do pais (DRAGO,
2003).

Outros problemas sédo os causados pelos aditivos usados em combustivel como
o éter tert-butilico e metiiico (MTBE) que é altamente solGvel, juntamente com outros
produtos quimicos toxicos, tém sido usados na gasolina desde 1970. A divulgacéao de
seu uso foi revelada apés um espalhamento acidental em solo e agua, na Califérnia, o
que chamou a atenc¢éo para definir o limite de concentracdo do MTBE e até mesmo a
substituicdo deste produto por outro “mais” biodegradavel. A biorremediacdo de MTBE
tem sido foco de estudo para a descontaminacdo do aquifero do Porto Naval da
Califérnia. Varios autores relataram que mais de dez mil locais estdo contaminados com
este produto e segundo a agéncia de protecdo ao meio ambiente americana
(Enviromental Protection Agency — EPA, 2003), é listado como possivel cancerigeno
humano (KANE et al., 2001; HATZINGER et al., 2001; FIORENZA & RIFAI, 2003).

Dentre os principais acidentes ocorridos no Brasil pode-se citar alguns: o
primeiro, no Brasil e no litoral sul, foi em 1974 com o navio Takimyia Maru, o segundo
foi no Rio de Janeiro em 1975 com o navio Tarik Lbn Zyiad. Varios outros tém ocorrido
no pais, desde embarcacdes a acidentes em plataformas e oleodutos (POFFO, 2001).
Segundo a CESTEB, de 1978 a 2001 ocorreram 4.499 acidentes no Pais. O segundo
maior acidente em derramamento de 6leo no Pais ocorreu, no ano de 2000, na refinaria
Getulio Vargas em Araucéria, no Parana (Figura 2.1), provocando um grave impacto ao
ambiente, contaminando quatro rios, acarretando a morte de peixes e varias espécies

de animais (SANTO, 2002). Em 2003, mais um registro de acidente por derramamento
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de d6leo ocorreu em Ubatuba com o Nordic Marita e 0 mais recente, ocorreu em
novembro de 2004 com navio de bandeira Chilena que derramou 6leo e metanol no
Parana atingindo manguezais e praias, resultando na proibicdo da pesca a populagéo
gue sobrevive economicamente desta area (CESTEB, 2005).

- i--

Figura 2.1 Contaminacao ocasionada por vazamento ocorrido na
refinaria Getulio Vargas-Parana. Site: www.ambicenter.com.br / petrobras

2.2 BIORREMEDIACAO

A biorremediagdo € uma técnica direcionada a estimular microrganismos para
assimilarem contaminantes como fontes de energia e crescimento. Para seu sucesso
faz-se necessario combinar as exigéncias dos microrganismos quanto a quantidade de
oxigénio e nutrientes, quanto a temperatura e pH, ideais para o seu desenvolvimento.
Somente 0s microrganismos adaptados para a degradagdo de contaminantes
especificos sdo capazes de crescer (EPA, 2003; BAKER & HERSON, 1994; ROSATO,
1997). As técnicas de biorremediacdo podem ocorrer in situ ou ex-situ envolvendo
processos de bioaumento que visam o aumento do ndamero de microrganismos

degradadores de compostos organicos e/ou bioestimulo, que visam melhorar as

11
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condicBes de crescimento do microrganismo, através do fornecimento de nutrientes,
correcdes do pH e a bioaeracdo, que mantém a oxigenacéo. (EPA, 2003; GLAZER &
NIKAIDO, 1998; BAKER & HERSON, 1994; ALEXANDRE, 1994 ;).

Os derrames de petrdleo ou de seus derivados ocorrem principalmente no mar
devido ao trafego de grandes cargueiros, além do transporte em pequenas
embarcacdes. No ambiente marinho as alteracfes da composicéo e da quantidade dos
hidrocarbonetos podem ocorrer pela variedade de processos fisicos, quimicos e
biol6gicos, como a volatilizacdo, a solubilizacdo, as reacdes de oxidacbes, 0 aumento
da viscosidade e a acao de biosurfactantes (ROSATO, 1997).

A estimativa de impacto anual de 10’ toneladas de 6leo bruto em ambientes
marinho e estuarino despertou a necessidade de utilizar processos biolégicos para a
remediacdo de poluentes, contaminantes do solo e da agua, como uma alternativa
natural e viavel em relacéo a alguns processos fisicos, como incineracéo, escavacao de
solos (GREER et al., 2003).

Algumas pesquisas relatam a importancia da densidade microbiana degradadora
como fator de reducdo de poluentes. Para isso, faz-se uso de técnicas como
bioaumento, estimulando o desenvolvimento do nimero de microrganismos enddgenos
e desta forma, reduzindo o periodo de adaptacédo ao poluente ou ainda, utilizando-se a
técnica de bioenriqguecimento que introduz no ambiente microrganismo exdgeno, porém
esta pratica pode apresentar limitacdes, pois, 0s microrganismos selecionados devem
ser capazes de degradar uma grande parte do poluente, ter estabilidade genética, ndo
devem gerar produto toxicos e dentre outras ter alta atividade enzimatica. Quanto a
técnica de bioestimulo é utilizada para otimizar o crescimento microbiano através de
fornecimento de nutrientes como nitrogénio, fésforo e melhoramento das condi¢des de
aeracado através da adicdo de oxidantes, revolvimento do solo e introducdo de tubos de
aeracao no solo (SA, 2002).

Segundo Bennet et al. (2002) a biorremediacdo pode utilizar trés estratégias: a) o
uso do componente como fonte de carbono; b) o uso como estimulador de ataques
enzimaticos, no caso de cometabolismo e c¢) o bioacumulo onde o composto ndo é

metabolizado, mas é incorporado ao organismo. Definindo a biodegradacdo como a
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quebra de compostos quimicos, que quando € completa chama-se de mineralizacéo,
resultando como produtos CO, e agua. A biotransformacdo ou bioconversdo é a
transformacdo de um composto em outro pelas vias bioquimicas.

O processo apropriado utilizado na recuperacédo de solo, através da aplicacdo da
técnica de biorremediacdo, deve seguir um estudo prévio. Yerushalmi et al. (2003)
estudaram o solo contaminado com hidrocarboneto, no Canada, e verificaram que a
técnica de bioaumento com a cultura enriquecida foi mais eficiente que a de
bioestimulo, aumentando a remoc¢&o de hidrocarbonetos de 20% para 49%.

No uso da biotecnologia para a recuperacéo de solos € necessario se conhecer o
poluente, a microbiota degradadora do mesmo e a caracterizacdo do solo. Garcia-
Gonzalez et al. (2003) verificaram que, dependendo da fonte de nitrogénio encontrada
no solo, havia interferéncia no processo de biodegradacao da atrazina (Figura 2.2) por
espécies de Pseudomonas sp, e observaram ainda, que a recuperacdo de solos
contaminados por este poluente tem sua mineralizacdo reduzida pela presenca de

nitrato no ambiente.

H

|
MYN

=8
H e H—C
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Figura 2.2 Estrutura da atrazina

No processo de biorremediacdo para a degradacdo ou transformacédo de
compostos, uma outra estratégia comumente aplicada é o cometabolismo, que consiste
no uso de um outro composto que funciona como um co-substrato para acelerar o
processo de transformacdo e utilizacdo do poluente que pode ser de dificil
metabolizacdo pelo microrganismo (SA, 2002; BAKER & HERSON, 1994).

13
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A espécie Pseudomonas mendocina utilizou o cometabolismo no processo de
transformacdo de alcanos gasosos e do éter metil terci butil (MTBE), apresentando
melhores resultados na presenca de alcanos, o propano e o n-butano, com maior
crescimento celular (SMITH et al., 2003).

Outro fator importante é a utilizacdo de microrganismos produtores de
biosurfactantes. Esses surfactantes presentes na fase aquosa podem emulsificar o
composto, estimulando o crescimento microbiano, o que pode aumentar a taxa de
biodegradacao e a reducéo da tenséo superficial. O potencial do surfactante pode ser
positivo com o0 aumento da degradacao ou negativo, com apenas formacéo de espumas
(CASSIDY et al., 2000). A producdo de biosurfactante € citada como uma estratégia
bacteriana que atua em forma de dispersante ou na dissolu¢cao do poluente, facilitando
0 ataque dos microrganismos na interface do 6leo-agua (PRINCE et al., 2003). Embora
haja trabalhos contraditérios em que o género Pseudomonas, produtor de
biosurfactantes, aumente o atagque ao substrato, sugerindo a atuacdo na dissolucao.
Outros relatos mostram que esse género nao apresenta efeito na dissolucéo,
desvinculando a degradacédo da producédo de surfactantes, todavia estudos recentes
indiguem que a degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos por
Pseudomonas reduza a tenséo superficial em meio aquoso (JOHNSEN et al., 2005).

Microrganismos produtores de biosurfactantes tém influenciado o uso da técnica
de biorremediacao, desenvolvendo o seu potencial em utilizar o poluente, mostrando
eficiéncia na recuperacado de solos e agua contaminados por compostos organicos.
Dentre os microrganismos produtores e os biosurfactantes produzidos por eles estdo a
Pseudomonas aeruginosa, raminolipidios; Bacillus subtilis, sufactrina; Streptomyces
tendae, streptofactina (MULLIGAN et al., 2005).

14
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2.3 FATORES QUE AFETAM A BIODEGRADACAO

Os fatores que podem limitar a populacdo bacteriana na biorremediacdo sao o
teor de agua, a temperatura, o pH, a presenca de produtos toxicos tais como metais,
aceptores de elétrons e o0s nutrientes organicos e inorganicos. A dificuldade em
estabilizar a biodegradabilidade de contaminantes depende do composto quimico
especifico, considerando suas propriedades fisicas e quimicas (BAKER & HERSON,
1994). Além dos citados, afetam a viabilidade do tratamento, a natureza do composto a
ser biodegradado, sua heterogeneidade, concentracdo e a toxicidade, a caracteristica
do local, bem como a porosidade e a composi¢cdo do solo que indicara a microflora
nativa do ambiente, a presenca e o nivel da populacdo microbiana (EPA, 2003; BALBA
et al., 1998).

A estrutura do solo depende da associagdo entre os minerais, das particulas do
solo e da matéria organica formada por microagregados, que envolvem a interacdo das
particulas de diferentes tamanhos com 0s microrganismos, sendo caracterizados pela
diferenca de substratos, nutrientes, concentracdo de oxigénio e quantidade de agua.
Alguns estudos tém demonstrado que a microbiota do solo apresenta uma alta
diversidade fenotipica e genotipica (SESSITSCH et al., 2001).

Em ambientes marinhos a biodegradabilidade é afetada pela baixa concentracéao
de oxigénio, fésforo e nitrogénio. No manguezal € limitada por se tratar de um ambiente
gue apresenta pouco oxigénio no solo (CURY, 2002). O petréleo pode servir como fonte
de carbono, porém o0s microrganismos necessitam de nutrientes para seu
desenvolvimento, como as disponibilidades destes nutrientes variam de local para local,
a correcao no solo, para esta caréncia se da por utilizacdo de fertilizantes, porém no
mar deve ser efetuado de forma que nao se dissipe na interface 6leo-agua (ROSATO,
1997).

O pH e a populacdo microbiana degradadora de hidrocarbonetos, sdo citados
como fatores importantes no processo de biorremediacdo. Sua importancia é relatada

no trabalho de Singh et al. (2003) em que um consércio bacteriano reduziu o tempo de
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biodegradacdo de um nematicida, quando submetido a pH alcalino, comparado com
sua atuacdo em pH acido.

Os mecanismos de degradacdo e/ou destruicdo dos contaminantes através de
processos fisicos e quimicos como: dispersdo, diluicdo, volatilizacdo, absorcdo e
transformacao sdo importantes e sao influenciados pela temperatura e agua, que pode
variar a viscosidade, a evaporacao e a solubilidade (MARGENSIN & SCHINNER, 2001;
ROSATO, 1997). A biodegradacdo de compostos quimicos também depende de sua
solubilidade, que nos hidrocarbonetos alifaticos diminui nos compostos de cadeias
maiores (ALEXANDRE, 1994). Segundo Baker & Herson (1994), os compostos se
tornam mais degradaveis em comparacdo a outros, dependendo da: classificacao,

disposicéo, saturacéo e tamanho da cadeia carbonica.

2.4 COMPOSICAO DO PETROLEO

O petréleo originado de residuos de fitoplanctos se acumulam em depressfes no
oceano, consistem em um complexo de gases, liquidos e solidos compostos de n-
alcano, parafinas, ciclo-parafinas, compostos aromaticos, compostos sulforosos, além
de outros compostos organicos. Os maiores constituintes do petroleo sao parafinas (30
a 50%), ciclo parafina (20 a 65%) e aromaticos (6 a 14%), dependendo da origem do
Oleo (GLAZER & NIKAIDO, 1998; PRINCE et al., 2003).

O petréleo e seus derivados sdo misturas complexas de compostos organicos
com alto valor de energia. A gasolina, por exemplo, contém mais de cem substancias
diferentes e em sua maioria, os compostos encontrados sao hidrocarbonetos (BAKER &
HERSON, 1994; ROSATO, 1997). Os produtos do petrdleo como a gasolina, o
querosene e 0 Oleo Diesel sdo poluentes comuns ao meio ambiente. A
biodegradabilidade da gasolina tem sido observada no solo e na agua apesar de em
sua composicao ter recalcitrantes (SOLANO-SERENA et al., 2000).
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo importantes constituintes
do petréleo sendo poluentes recalcitrantes, produzidos durante a queima de
combustivel, incineracdo, processos industriais e nas refinarias de petréleo (CHEUNG &
KINKLE, 2001). Segundo Gentry & Wolf (2003), a analise do efeito do HPAs em
comunidade microbiana extraida do solo pode aumentar o processo de remedicdo do
mesmo quando contaminado com HPAs permitindo uma maior adaptacdo dos
microrganismos.

Em depoésitos de petréleo, freqiientemente sdo encontrados altos niveis de
hidrocarbonetos sulfurosos. O 6leo cru contém HPA que acima de 5% apresenta-se
ligado organicamente ao enxofre, esses niveis podem ser aumentados durante o
processo de producdo de combustiveis. Como a emissdo de dioxido de enxofre pode
causar chuvas &cidas, as refinarias tém desenvolvido estratégias para diminuir as
concentracdes de enxofre em seus produtos (DUARTE et al., 2001).

O odleo Diesel é um derivado do petréleo que apresenta em sua composicao
principalmente atomos de carbono e hidrogénio e, em baixa concentracdo o enxofre,
oxigénio e nitrogénio. Esse é um produto volatil, limpido que apresenta toxidade e
cheiro forte caracteristico, sendo um artigo de aplicacbes diversas. O Oleo Diesel
comum caracteriza-se por ser simples, ndo possuir aditivos e ter cor amarelo ou
alaranjada. O o6leo Diesel aditivado possui as mesmas caracteristicas diferindo do
comum pela presenca de aditivos como antiespumante, dispersantes, anticorrosivo e
desmulsificante (PETROBRAS, 2005).

2.5 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS EM BIORREMEDIACAO

A decomposicdo microbiana do petrdleo e de seus derivados é importante para a
recuperagdo do meio ambiente, além de ser uma técnica viavel. Por ser o petroleo rico
em matéria organica é atacado por varios microrganismos de grupos especializados,
como as bactérias metanofilicas que conseguem degradar o metano; alguns

microrganismos como fungos e bactérias sdo habeis em metabolizar pesticidas, outros
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conseguem oxidar minerais e remover metais pesados da agua. Sendo o género
Pseudomonas relatado em varios trabalhos como participante de degradacfes de
hidrocarbonetos (MADIGAM et al., 1996).

Os hidrocarbonetos contendo enxofre na estrutura sdo seletivos para o0s
microrganismos. Segundo Duarte et al. (2001), a espécie Rhodococcus erythropolis &
utilizada em estudos de desulforizacéo devido a sua habilidade em remover o atomo de
enxofre. Yang et al. (2004) observaram a capacidade biodegradadora do género
Rhodococcus sp. em sete bifenois policiclicos e seus intermediarios. Poucos trabalhos
tém explorado a resposta bacteriana da populacédo do solo imposta ao “stress” de tais
compostos e sua capacidade degradadora.

Varios autores tém relatado sobre inUmeros microrganismos que sao capazes de
degradar compostos organicos, poluentes e xenobidticos, sendo estes nativos ou
engenheirados. De acordo com Ramsay et al. (2000), bactérias capazes de degradar o
O0leo Diesel podem ser enumeradas baseada na sua habilidade de crescer em
hidrocarbonetos aromaticos ou alcanos usando-os como fonte de carbono.

Os estudo para a utlizagio de microrganismos engenheirados na
biorremediacdo do meio ambiente vem crescendo. Muitos compostos recalcitrantes sao
toxicos para microrganismos nativos, por isto, os geneticamente modificados tém sido
avaliados quanto a modificacdo das vias de degradacdo ou a producdo de enzimas
envolvidas em processos de degradacdo. Suas habilidades e funcdo no meio natural
sdo analisadas quanto as vantagens e desvantagens de seu uso (GLAZER & NIKAIDO,
1998).

Algumas bactérias tém se mostrado como biodegradadores de poluentes,
principalmente hidrocarbonetos, utilizando os mesmos para obtencdo de energia em
condicbes de aerobiose e anaerobiose. Esses microrganismos, alguns modificados
geneticamente, associados ou ndo em consorcios, vém sendo estudados para facilitar
sua rapida adaptacdo aos poluentes e melhorar os ciclos biogeoquimicos envolvidos
(DIAZ, 2004).

Estudos tém enfocado a utilizacdo de microrganismos capazes de degradar

compostos organicos que apresentam resisténcia a metais pesados, considerando as
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diversidades de compostos organicos e que a presenca de metais toxicos é um fator
inibitério ao desenvolvimento do microcosmo, seres com essas caracteristicas
facilitardo a degradacao de compostos recalcitrantes (ROANE et al., 2001).

Teste de tolerancia a presenca do metal Zn em comunidade microbiana de solo
para desenvolvimento da adaptacdo ao mesmo, sugerem a ocorréncia de trés
mecanismos durante o impacto para o aumento da tolerancia ao metal: inicialmente, ha
uma selecdo pela toxidez, permanecendo apenas o0s resistentes; a seguir, hd o
desenvolvimento da habilidade competitiva e por ultimo, a adaptacdo fisiologica e
genética (DIAZ-RAVINA & BAATH, 1996).

Cheung & Kinkle (2001) relatam o crescimento do interesse pelo o género
Mycobacterium e sua diversidade genética uma vez que apresentam potencial de
degradar o HPA, em a busca de solu¢des para recuperar ambientes poluidos com
compostos ciclicos e aromaticos.

A degradacdo de m-xileno e o-xileno por bactérias redutora de sulfato
necessitaram da adicdo de fumarato como co-substratos (MORASCH et al., 2004).
Essa habilidade é relatada em outro trabalho onde a bactérias Desulfobacterium
cetonicum oxida completamente o p-cresol utilizando o sulfato como aceptor de elétrons
qguando adicionado a fumarato (MULLER et al., 2001).

A degradacgao de compostos nitrogenados com liberagcdo da amonia consiste em
obter a fonte de nitrogénio como suporte para o crescimento microbiano através de
rotas naturais de predilecdo das vias por adaptacao (HOU et al., 2004).

A maior parte das fontes de nitrogénio sdo solUveis em agua, sendo a presenca
deste importante no processo de biodegradacdo do petrdleo. Usualmente, utilizam-se
polimeros insollUveis para promover 0 processo, porém, experimentalmente, obteve-se
um aumento na populacdo microbiana quando se utilizou 6leo e acido urico, que €
pouco solavel, como fonte de nitrogénio para culturas mistas e de espécie
Acinetobacter (KOREN et al., 2003).

A grande maioria dos policiclicos aromaticos esta presente em 6leos, querosene
e gases com riscos significativos para contaminacdo do ambiente. O estudo de

microrganismos e suas vias metabdlicas sdo importantes para o sucesso da técnica de
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biorremediacdo, como no caso da oxidacdo do benzo-pireno por Mycobacterium
(MOODY et al., 2004) e a degradacdo do ciclopropanocarboxilato pelo Rhodococcus
rhodochrous (TORAYA et al., 2004).

Estudos com o Methylobacterium demonstraram sua capacidade de degradar
explosivos toxicos, estes microrganismos existem na nhatureza principalmente
associados a plantas e em locais contaminados por explosivos (AKEN et al., 2004). A
biorremediagéo e a fitotoxidade em vegetais tem sido estudada devido a presenca de
poluentes no solo. Pesquisas realizadas com grédos de milho e feijdo indicam que a
fitotoxidade aumenta em solos contaminados por hidrocarbonetos aromaticos, e que a
presenca da bactéria Norcadia sp. reduziu esse efeito, principalmente nas sementes de
milho (BAEK et al., 2004).

A populagcdo microbiana de uma rizosfera apresenta uma atividade especifica,
devido ao exudato produzido pelas raizes que funcionam como fonte de carbono. Em
ensaios realizados para verificar a biodegradabilidade do fenantreno, comparou-se uma
populacdo proxima as raizes das plantas e distante das mesmas, observou-se uma
maior reducéo do poluente proximo & populacéo da rizosfera (CORGIE et al., 2004).

Em solo contaminado com herbicida, foram isolados microrganismos que
apresentaram a capacidade de mineralizar atrazina através da quebra do anel sendo
concluido que os mesmos realizavam a decloracdo e desalcalinacdo para quebra do
anel (RADOSEVICH et al., 1995).

A recuperacdo de areas contaminada com hidrocarbonos além de envolver
bactérias e plantas, varios trabalhos citam a utilizacdo de algumas espécies de fungos.
Muitos desses, apresentam capacidade em degradar xenobidticos e absorver metais
(BENNET et al., 2002).

Os denominados fungos lignoliticos e nao lignoliticos sdo capazes de oxidar
hidrocarbonetos aromaticos devido a semelhanca entre as estruturas formada nas
plantas e estes poluentes, através da enzima ligno-peroxidase (JOHNSEN et al., 2005).

A utlizacdo de treze variedades de fungos Basidomicetos, em ensaios

acondicionados em meio contendo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
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demonstraram diferencas nas atividades lignoliticas e degradadora do poluente quando

houve variacdo na concentracdo dos poluentes (CLEMENTE. et al., 2001).

2.6 BIORREMEDIACAO EM MANGUEZAIS E ESTUARIOS

A grande importancia dos manguezais para a biodiversidade marinha € devido a
ser um ecossistema que funciona como bercario e fonte de alimentos para diversos
animais. Os manguezais apresentam variacbes em caracteristicas tais como
temperatura e salinidade tanto da agua quanto do solo (CURY, 2002).

O excesso de poluentes organicos no ambiente estuarino provoca uma alta
concentracdo de matéria organica. As bactérias aerObias, durante o processo de
decomposicdo desse substrato organico, consomem grande quantidade de oxigénio
dissolvido aumentando assim a demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Dentre os
varios poluentes organicos pode-se mencionar a contaminacdo por petréleo e seus
derivados, que é grave para estuarios e manguezais (LIRA et al., 1992).

Apesar de poucos trabalhos terem sido realizados com manguezais, 0S
derramamentos de 6leo tém se mostrado como causa de degradacBes deste
ecossistema (BURNS et al., 2000). Os sedimentos de mangues apresentam-se em
grande parte em anaerobiose, tendo geralmente menos de um centimetro da superficie
aerdbia. Previamente foi sugerido que em sedimentos de manguezais a taxa de
biodegradacéo por bactérias possam ser limitada pela concentracdo de oxigénio e nivel
de nutrientes (RAMSAY et al., 2000).

Em sistema salino as degradacgfes de substancias, como o dimetil-sulfeto (DMS)
e do metanotiol (MT), séo atribuidas a grupos aerobios e anaerobios. Devido a limitacédo
de oxigénio neste ambiente a degradacdo se da em maior freqiéncia com os
microrganismos anaerébios, pelos metandgenos, estes tem sido isolados em ambientes
marinhos, estuarinos e em sedimentos de 4gua salina (LOMANNS et al., 1999).

O petréleo e seus derivados podem permanecer por mais de vinte anos nos

manguezais, isso é explicado pela lenta biodegradacdo dos componentes do petréleo
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devido a limitacdo de oxigénio e a lenta reciclagem dos nutrientes essenciais para
atividade dos microrganismos aerobios. Essa permanéncia também € influenciada pelo
fluxo de agua das marés que pode acelerar a remocao do petréleo. Os efeitos dessa
contaminacdo podem ser toxicos, cronicos ou ambos. Os compostos que s&o
toxicos/crénicos sao geralmente aromaticos e causam danos duradouros, a longo prazo
podem diminuir ou modificar a biodiversidade, mesmo em presenca de pequena
quantidade de petrdleo (CURY, 2002).

Ramsay et al. (2000) basearam seus estudos em uma estratégia de aeracéo e
adicdo de nutrientes. Dentre as vinte e duas linhagens utilizadas em seu trabalho,
alguns dos isolados foram capazes de degradar hidrocarbonetos alcanos e aromaticos,
destacando-se entre eles os géneros: Serratia, Alcaligenes, Aeromonas, Vibrio e
Pseudomonas.

Oudot et al. (1998) avaliaram a influéncia da taxa de biodegradacdo de 6leo em
sedimentos de estuarios e baias com a adicdo de fertilizante, obtendo resultados
satisfatorios nas fragdes de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aromaticos, ndo sendo
significantes em resinas e asfaltenos.

As sinteses de ciclohalogenados por fungos basidiomicetos coexistem
normalmente na natureza com bactérias anaerobicas do género Desulfitobacterium,
que promovem a desahaloginacdo e demetilagdo destes compostos observados em
culturas enriquecida de sedimento de estuarios e rios. Embora pouco se saiba sobre
degradacdes e os metabolismos destas bactérias anaerdbias (MILLIKEN et al., 2004).

A degradacdo de hidrocarbonetos em ambientes marinhos € limitada pela
quantidade de oxigénio, nitrogénio e fosforo, devido a utilizacdo dos mesmos pelas
bactérias aerébias, embora se tenha relato deste processo ocorrendo em anaerobiose
que utiliza o nitrogénio e o sulfato como aceptores de elétrons. Por isso € comum
aplicar a adicdo de nutrientes na recuperacdo de ambientes marinhos, essa tatica
também é empregada na recuperacdo de solos, onde o processo de biodegradacao,
estimulado por nutrientes interage, promovendo o crescimento de plantas e portanto da
microbiota da rizosfera, estimulando a biodegradacdo do poluente (GREER et al.,
2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

3.1.1- Oleo Diesel

A amostra do 6leo Diesel para realizacdo dos ensaios foi gentilmente cedida e
caracterizada pelo Laboratorio de Combustivel do Departamento de Engenharia
Quimica da UFPE (Tabela 1).

Tabela.1l Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo Diesel

Produto Oleo Diesel comum
Aspecto Limpido sem impureza
Cor N&o vermelha *
Densidade 0,85 g/ cm®

T°C 24°C

Teor de enxofre 0,22%m

Ponto de fulgor 54°C

* Cor ndo vermelha, indica 6leo com menor teor de enxofre que o de
cor vermelha.

3.1.2 Solo

As coletas foram realizada na area do Manguezal de Vila Velha no Canal de
Santa Cruz na llha de Itamaracéa (Figura 3.1). A temperatura da agua encontrava-se a
28°C, e a altura da maré de 0,6 m, segundo o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE).
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Figura 3.1: Mapa da Ilha de Itamaraca, local da coleta. Fonte: PORTO NETO
(1998).
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A érea, esta localizada a cerca de 50 km ao norte da cidade do Recife no Estado
de Pernambuco (Latitude. 007° 34’ 00", 007°55" 16" Sul e Longitude. 034° 48’ 48",
034°52’ 24" oeste), recebe influéncia maritima e fluvial por suas intersecbes com o mar
e com os rios Botafogo, Paripe, lgarassu, Catuama, Carrapicho, Siri e Congo
(SOARES, 2001).

O solo foi coletado em diferentes pontos do manguezal de forma aleatéria a uma
profundidade de aproximadamente 1lcm, préximo as margens da agua e as raizes do
mangue, sendo as mesmas homogeneizadas para obtencdo de apenas uma
amostragem representativa, a qual foi acondicionada em vasilhames estéreis colocadas
em isopor contendo gelo, armazenados a temperatura de refrigeracdo a 10°C, para uso

posterior.

3.1.3-Agua

A 4gua foi amostrada no centro do canal natural localizado no manguezal de Vila
velha em Itamaracd equidistante das margens na profundidade de 27 cm, aferida
atraves de uma trena (Lufkim), a temperatura de 28°C, altura da maré baixa a 0,6 m. As
amostras foram depositadas em frascos esterilizados e acondicionadas sob refrigeracéo
(8 a 10°C). No laboratdrio, verificou-se o pH e analisou-se microbiologicamente quanto
a presenca de bactérias Pseudomonas, coliformes totais e termotolerantes.

3.2. ANALISE DO SOLO E DA AGUA

A andlise consistiu na verificacdo do pH e quantificacdo microbiana do solo e da
agua pela técnica dos tubos multiplos de acordo com (STANDARD METHODS, 1998).

Sendo todo o procedimento com o solo descrito no tépico 3.3.
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3.2.1- pH

A verificacdo do pH da agua foi realizada com o auxilio do potencibmetro de
marca HANDELAB 1, tomando-se como procedimento para a constatacdo do pH no
solo, 10 g de amostra em 25 ml de agua deionizada, submetido a 150 rpm por 15 mim
para desagregacdo das particulas do solo deixando-o repousar por 20 minutos,
verificando assim o potencial hidrogeniénico da solucdo obtida (SA, 2002; SANTO,
2002).

3.2.2. QUANTIFICACAO MICROBIANA

As amostras foram analisadas no laboratorio de microbiologia do Departamento
de Engenharia Quimica, sendo realizadas contagens microbiolégicas de:
Pseudomonas, coliformes totais e termotolerantes, através da técnica do NUumero Mais
Provavel (STANDARD METHODS, 1998). Para a contagem de fungos e bactérias

mesofilas heterotroéficas foi utilizado o método de plaqueamento pour plate.

A - Contagem de Microrganismos do Solo Atraves da Técnica de
Tubos Mdltiplos

A obtencéo do inoculo para a contagem de coliformes totais e termotolerantes no
solo, procedeu-se com a utilizacdo de 10g do mesmo em 90ml da solucdo de agua
peptonada salina estéril (Tabela 2), contendo 0,1% de Tween 80(v/v), sendo submetida
a agitacdo de 200 rpm por 20 mim para a desagregacdo dos microrganismos das
particulas do solo, desta suspenséo foi realizada uma diluicdo a 10™, em solucdo de
agua peptonada salina estéril. Utilizou-se a técnica do NMP, em série de 5 repeti¢cdes,
em tubos contendo meio Lauril (Tabela 3) foram adicionados a estes os indculo obtidos
contendo 10 ml da amostra original, 1 ml da amostra original e 1ml da diluicdo 10™.

Para contagem de Coliformes Totais mostrado na figura 3.2, sendo incubadas

em estufa a 35 + 1°C por 48 h. Nos tubos positivos, onde houve a formacéo de bolhas
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de gas, retirou-se trés alcadas para tubos contendo o meio E.C (Tabela 4) os quais
foram incubados a 40°C em banho maria por 24 h aplicando cinco repeticées para cada
tubos positivos, e dai obteve-se assim a Contagem do Numero Mais Provavel de
coliformes termotolerantes (STANDARD METHODS, 1998).

iy

10ml Iml 0,1ml
original

Figura 3.2: Procedimento para andlise de Coliformes Totais

Tabela 2 Composigédo da agua salina peptonada

Na Cl 8,59
Peptona 1lg
Agua — 1 litro
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Tabela 3 Composicdo do meio Lauril

Triptose 20g
Lactose 59
NacCl 59
KoHPO4 2,759
KH2PO4 2,759
Laurilsulfato sal sodico 0,19
Agua 1L

Tabela 4. Composig¢éao do meio Escherichia coli (E.C)

Triptona 20g
Lactose 5¢
Sais biliares 1,59
KoHPO, 4q
KH,PO, 1,59
NacCl 59
Agua __, 1L

A contagem de bactérias do género Pseudomonas no solo, partiu do mesmo
inoculo obtido anteriormente utilizando a técnica do Numero Mais Provavel com o
mesmo procedimento, tomando-se 10ml, 1ml e 0,1ml da amostra original que foram
colocadas em tubos contendo meio de Asparagina (tabela 5) incubados a 35 = 1°C por
48 h, tendo como resultado presuntivo positivo para as que apresentaram turbidez.

Destas foram retirados trés algcadas para tubos contendo meio de acetamida incubados
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a 35 + 1°C por 48 h, sendo o teste confirmativo, para as que obtiveram mudanca de
coloragéo do meio de cor laranja para vermelho cereja (Figura 3.3.), outra confirmacéo
foi realizada semeando-se em meio sdlido de cetrimide incubados a 35 + 1°C por 48 h,
0 qual na presenca desse microrganismo muda sua coloracdo para verde florescente

como mostrado na figura 3.4.

i =

Inoculo Acetamida Acetamida positivo

Figura 3.3: Teste confirmativo para a presenca de Pseudomonas

Figura 3.4: Coloracdo do meio Agar cetrimide na presenca

de Pseudomonas aeruginosa
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Tabela 5 Composicédo do meio presuntivo de Asparagina

Asparagina 49
KoHPO, 29
KH,PO,4 20g
MgSO47H,0 1g
Glicerol 16ml

B - Contagem dos Microrganismos da Agua do Manguezal Através da
Técnica de Tubos Multiplos

Inicialmente, neste ensaio, preparou-se uma diluicdo de 10 da amostra original
da agua em solucéo de agua salina peptonada estéril. Com a obtenc&o dos in6culos de
10 ml, 1ml da amostra original e 1ml da diluicdo 10™ foi entdo aplicado a técnica dos
tubos multiplos em série de 5 repeticdes para contagem do (NMP) de coliformes totais,
Termotolerantes, e bactérias do género Pseudomonas por 100 ml da amostra, cuja

metodologia ja descrita no item anterior de acordo com Standard Methods (1998).

3.2.3 FLUXOGRAMA DA ANALISE DO SOLO

O procedimento consistiu, na verificagdo do pH, e na contagem de bactérias do
género Pseudomonas, coliformes totais, termotolerantes e mesofilas heterotréficas para
obter a quantificacdo inicial da microbiota na amostra. Prosseguindo, verificou-se o
impacto na populacdo microbiana ao adicionar o poluente sem contato prévio
observando desta maneira a existéncia de microrganismos nativos consumidores de
Oleo Diesel. Visto isto prosseguiu-se a um ensaio adaptativo microbiano para

averiguacdo da atuacao desta flora na biodegradabilidade e por fim a analise do
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comportamento microbiano no processo de contaminacdo do solo durante trinta dias
verificando sua capacidade biodegradadora sobre condi¢cdes de aeracédo e controle da

fonte de carbono.

SOLO
Verificagéo do Impacto sem Impacto com Contaminacgéao
pHe contato prévio contato prévio do solo com o
contagem por 6leo
Técnica NMP

1

Avaliacdo da
biodegradabilidade.

Biodegradacéo de
Isolado em diferentes
concentracoes

Figura 3.5 Procedimento para analise do solo, quanto a quantificacdo, impacto e

biodegradabilidade do 6leo Diesel.

3.3 IMPACTO DO OLEO DIESEL NO SOLO DE MANGUEZAL SEM PREVIA
ADAPTACAO

A avaliacdo do impacto causado pelo 6leo Diesel no crescimento microbiano,
sem que o inéculo estivesse adaptado ao poluente, foi observada pela quantificacdo do
crescimento em meio de cultura, tendo a fonte de carbono conhecida e com a
substituicdo da mesma pelo referido 6leo. Seguindo-se entdo a preparacdo de uma
suspensao com 10g do solo em 90 ml de agua salina peptonada, 0,1% de tween 80 a
uma agitacado de 200 rpm durante 20 mim, para desagregar 0os microrganismos, desta

foram feitas oito diluicbes seriadas em 9ml da solucdo de agua peptonada salina e
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plagueados 1ml em meios de: ANS, contendo 50ug/ml de Fluconazol, CZ com 50ug/mi
de Fluconazol, CZ-Oleo contendo 50ug/ml de Fluconazol, CZ e CZ-Oleo contendo
50ug/ml de tetraciclina cujas composi¢cdes sdo mostradas na tabela 6. As placas foram
incubadas a 30°C. A substituicdo da sacarose pelo éleo Diesel de densidade 0,85g/cm 3

foi feita levando-se em consideracdes a correlacdo massa/volume

Tabela 6. Composi¢do dos meios AN, CZ, CZ-6leo.

COMPOSICAO AN** Cz* CZ*-0leo
Ext. de carne 39 - -
Peptona 5g - -
Sacarose - 309 -

Oleo Diesel - - 35,3 ml
NaNO3 - 39 39
KoHPO,4 - 19 1g
MgSOa4 - 0,59 0,59
KCI - 0,59 0,59
FeSO4 - 0,01g 0,019
Agar 14q 129 129
Agua — 1L 1L 1L

* foi acondicionado antifungico, Fluconazol (50ug/ml) na contagem para bactérias
e bactericida Tetraciclina (50ug/ml) para efetuar a contagem de fungos.
** acrescentado 7,59 de NaCl para um litro, além do Fluconazol (50ug/ml).

3.4 AVALIACAO MICROBIANA DO SOLO COM PREVIA ADAPTACAO AO OLEO
DIESEL

O in6culo foi preparado utilizando-se 10 g de solo de manguezal suspenso em
90ml de agua peptonada estéril sob agitacdo de 200 rpm por 20 minutos, para a
degradacdo dos microrganismos das particulas. Uma aliquota desta suspenséo foi
adicionada ao meio de Czapeck, sendo mantido por 24h em estufa a 34°C para

crescimento microbiano, Ao fim desse periodo, retirou-se uma aliquota de 10 ml que foi
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transferida para um frasco contendo meio de Czapeck modificado, onde se substituiu
gradativamente o acucar por concentracfes variaveis de 6leo Diesel (Tabela 7), de
modo a adaptar a flora microbiana nativa ao poluente. Este procedimento foi repetido a
cada 24h até a total substituicdo da fonte de carbono pelo poluente (Figura 3.6) e ao
final os microrganismos permaneceram por 20 dias em estufa sob as condi¢des
anteriormente citadas.

Apéds esse periodo, o 0leo remanescente foi levado a andlise cromatografica, a
amostra foi submetida a coloracdo de Gram para classificar as bactérias presentes e ao
teste bioquimico para a verificacdo da presenca do género Pseudomonas. O
microrganismo que mais se sobressaiu foi isolado pelas caracteristicas do meio, res-
suspenso e um novo ensaio foi realizado, colocando-o em frasco de Erlenmeyer,
contendo o meio modificado com varia¢cdes na concentracdo do 6leo Diesel de 3%, 5%,
e 10% (m/v), como unica fonte de carbono, durante 30 dias, para verificar a sua

capacidade biodegradadora.

Tabela 7: Variacdes da fonte de carbono no meio original de Czapeck em g/l

Frascos Sacarose Oleo NaNO; K;HPO,; MgSO, KCI FeSO,,

1 30g Ooml 39 19 0,59 0,59 0,01g
2 2259 8,8ml 3g 19 0,59 0,59 0,01g
3 159 17,6 ml  3g 19 0,59 0,5g 0,01g
4 750 26,4 ml  3g 19 0,59 0,59 0,01g
5 0g 35,3ml 3g 19 0,59 0,59 0,01g
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Percentual (m/v) do Oleo Diesel
(0.85g/cm®) em meio CZ modificado

Figura 3. 6. Transferéncia do in6culo a cada 24 h em processo adaptativo a
concentracdes e variagcdes do 6leo Diesel

3.5 ANALISE DO SOLO IMPACTADO COM OLEO DIESEL

Previamente obteve-se uma suspensdo com 20g do solo em 180 ml de agua
peptonada salina, Tween 80 (0,1%), submetido a agitacdo de 200 rpm por 20 mim, para
desagregar os microrganismos das particulas do solo. Desta suspensédo, 1 ml serviu
para a realizacdes de diluicdes seriadas até 10® em 9ml de agua peptonada salina por
tubo, prosseguindo ao plagueamento, semeando-se em trés tipos de meios. Para
contagem bacteriana utilizaram-se os meio Agar nutritivos, cuja composi¢ao é citada na
tabela 6, contendo 50ug/ml de Fluconazol; e o Agar nutritivo salino de mesma
composicao acrescentando cloreto de sodio 7,5g/l. Para contagem de fungos foi usado
0 meio Sabouraud, (Tabela 8) com 50ug/ml de Tetraciclina. Estes experimentos foram
realizados em duplicatas, incubados a temperatura 30°C por 48 h para bactérias e por
120h para fungos, obtendo-se assim a contagem inicial e seguindo o mesmo

procedimento apos o enriquecimento do solo ao longo dos trintas dias.
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Tabela 8: Composicédo do meio Sabouraud (SB) para 1litro

COMPOSICAO

Glicose 409
Peptona 10g
Extrato de levedura 5,09
NaCl 7,59
Agar-agar 159

3.6 ENRIQUECIMENTO DO SOLO EM DIFERENTES CONCENTRACOES

O enriquecimento consistiu ha contaminacdo do solo utilizando 6leo Diesel, de
densidade 0,85g/l, logo apés a contagem inicial da microbiota. A contaminacéo foi
realizada em diferentes concentracdes do poluente de 1%, 5% e 10% (m/v), sendo
empregado 200g do mesmo para cada percentual. A mistura foi mantida durante 30
dias a temperatura ambiente sendo neste periodo realizadas contagens microbiana
para a verificacdo do comportamento da flora nativa mediante a contaminagéo por 6leo
Diesel (SANTO 2002).

3.7. EFEITO DA AERACAO NA REDUCAO DE COMPOSTOS DO OLEO DIESEL EM
TRATAMENTO UTILIZANDO CULTURA MISTA DO SOLO

Dos solos impactados durante 30 dias em diferentes concentracdes de Oleo
anteriormente citadas, foi escolhido o solo contaminado em concentracdo de 10% por
apresentar um maior crescimento microbiano verificado durante o tempo de impacto,
deste foi extraido uma suspenséo que serviu de inéculo para os frascos de Erlenmeyer
de 500 ml, introduzindo em cada frasco 10ml correspondente a 20% de in6culo, junto a

37,5ml de meio mineral Bushnell-Haas (Tabela 9) e 2,5 ml do 6leo equivalente a 5%,
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obtendo no total 50 ml, a fim de manter mantendo uma relacdo de aeracédo de 1:10.
Foram preparados cinco frascos de Erlenmeyer em duplicata, os quais foram
submetidos a agitacdo de 200 rpm em mesa agitadora (Shaker Marconi 420), e a cada
4 dias dois frascos eram levado a analises quanto a: pH, tensdo superficial e
crescimento microbiano. Este ensaio teve a duracédo de 20 dias, sendo o contetudo dos
dois ultimos frascos levado a centrifuga de marca eppendorf 5403 a 11.000 rpm por 20
mim, para separar o 0leo da emulséo formada no processo, e o 6leo remanescente foi
analisado por cromatografia em cromatografo GCMS de marca Shimadzu.

A cada amostragem seguia-se o plaqueamento das diluicées seriada até 102
sendo inoculados em trés tipos de meios, para a contagem bacteriana utilizou-se o
meio Agar Nitritivo, junto com 50ug/ml de Fulconazol, e em Agar Nutritivo Salino de
mesma composi¢ao, acrescentando cloreto de sodio 7,5g. Para a contagem de fungos

foi usado o meio Sabouraud, (Tabela 8) contendo 50ug/ml de Tetraciclina.

Tabela 9: Meio mineral de Bushnell-Haas

COMPOSICAO

MgSO, 0,29
CaCl, 0,02
KH2PO4 1,09
KoHPO, 1,09
NH4NO3 1,09
FeCl; 0,05g
H20 1,0L
pH 7,0+0,2
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3.9 CROMATOGRAFIA DA FRACAO OLEOSA

Andlise realizada em Laboratério no Departamento de Antibidticos da UFPE por
cromatografia gasosa acoplado ao espectro de massa (GCMS) em cromatografo de
marca Shimadzu. A amostra é particionada entra na coluna DB-5 ms de 30 m sendo o
carreador o gas hélio, cada componente é arrastado de acordo com seu grau de
adsorcdo na coluna e posteriormente sofre o impacto de ions, gerando o espectro de
massa caracteristico das substancias. Verificou-se assim a ocorréncia da modificagdo
dos espectros relativos a area dos picos correspondentes a constituicdo do 6leo Diesel
atestando assim a biodegradacdo do mesmo pela microbiota nativa (SANTO, 2002).

A amostra original do o6leo foi diluida em (dicloro etano) obtendo uma
concentracdo 25% (v/v) para realizacdo da leitura dos componentes ali presentes

atraves da cromatografia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ANALISE DO SOLO E DA AGUA

4.1.1 DETERMINACAO DO pH NO SOLO E NA AGUA

O solo de manguezal apresenta textura coloidal e gelatinosa, sendo formado
pela deposicao de areia, silte-argilosa e materiais organicos, transportados pelas aguas
da qual depende a variacdo do sedimento e salinidade (CPRH, 2005; HILSDORF,
2005). O alto teor de umidade presente neste solo € um outro fator que influéncia nos
tipos de microrganismos e no processo de volatilizagdo dos compostos quimicos
presentes. A textura do mesmo resulta como um fator interferente, pois afeta a
permeabilidade do solo, uma vez que quando esta baixa, dificulta a aeracado diminuindo
o poder de biodegradacao do sistema (BORGES, 2001). Outro fator a ser considerado
€ 0 pH, pois este pode influenciar na biorremediacéo, jA que a maioria dos fungos e
bactérias crescem em pH neutro, tendo os fungos maior tolerancia ao pH éacido (SA,
2002, BACKER & HERSON, 1994).

Com relacdo ao valor obtido pela analise do solo e da agua deste ambiente, a
leitura do pH foi 7,5 £ 0,03, medidos através de potencidémetro, previamente aferido,
tanto para o solo quanto para a agua. Esse resultado foi confirmado através de duas
repeticoes.
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4.1.2 QUANTIFICACAO MICROBIANA DO SOLO E NA AGUA PELA TECNICA DO
NUMERO MAIS PROVAVEL

A- Solo

A quantificacdo de microrganismos existentes no solo do manguezal pela
presenca de: coliformes totais, coliformes termotolerantes e bactérias do género
Pseudomonas foram realizadas através da técnica do nimero mais provavel (NMP/100
mL). Os resultados obtidos mostraram que os coliformes termotolerantes e coliformes
totais apresentaram quantidades superiores a 1600 NMP /100 ml e para as bactérias
Pseudomonas, apresentaram valor igual de 900 NMP /100ml, conforme esta indicada
na figura 4.1. A presenca do grupo coliforme constitui um indicador universal de
poluicdo, através de despejos de esgotos sanitarios, sendo acompanhados por uma
série de outros microrganismos mesofilos e protozoarios, alguns dos quais capazes de

consumir xenobidticos como fonte de carbono (ROSATO, 1997).

NMP /100
mL

C T P

O Coliformes B Termotolerantes O Pseudomonas

Figura 4.1 Contagem de Coliformes totais (C), Coliformes
Termotolerantes (T) e Pseudomonas (P) no solo de

Manguezal
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Ramsay et al. (2000) e Capelli et al. (2001) ao pesquisarem a biodegradacao de
petroderivados observaram que a presenca destes poluentes sdo capazes de estimular
0 crescimento de microrganismos degradadores desses compostos recalcitrantes.
Esses autores citam o género Pseudomonas como participante de biorremediacgdes.
Trabalhos como o de Roane et al. (2001), obtiveram uma diminui¢cdo drastica no nivel
de metal e de hidrocarbonetos quando utilizou a estratégia de bioaumento e
bioestimulo, utilizando a bactéria Pseudomonas. Considerando-se ainda os fatores que
podem intervir no crescimento microbiano, como a quantidade da agua no solo, o
namero de microrganismos presentes, a permanéncia do poluente como substrato,
podendo aumentar ou diminuir devido a oscilacdo de maré. Em conformidade com as
observacdes feitas por Zhou et al. (2002) onde os solos que se apresentam saturados,
a densidade populacional e a diversidade em espécies microbianas variavam, pois 0
fluxo de nutrientes e particulas permitem a migracdo dos microrganismos neste tipo de

solo.

B- Agua do Manguezal

Na analise microbiolégica da &gua oriunda do manguezal obteve uma
quantificacdo superior a 1600 NMP /100ml, para os coliformes totais, 110 NMP /100m|
para os coliformes termotolerantes e 9 NMP/100ml, para as bactérias do género

Pseudomonas, como pode ser observado na figura 4.2.
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O Coliformes W Termotolerante O Pseudomonas

Figura 4.2 Contagem microbiana de Coliformes totais(C),
Termotolerantes (T), Pseudomonas (P) em agua do Manguezal.

Segundo Soares et al. (2001) e CPRH (2005), os manguezais dessa regido estao
sujeitos a impactos variaveis entre depdsitos de esgotos sanitarios, dejetos de
industrias quimicas e aterros, causando assim, a degradacdo e transformacdes deste
ecossistema, sendo, portanto necessarias medidas de prevencdo. Esses valores
apenas confirmam a presenca desses microrganismos neste local, uma vez que devido
a dindmica do sistema as quantificacdes podem ser alteradas em fungdo dos inUmeros
fatores, entre eles o fato de que os manguezais recebem influéncias dos rios e

movimentos das marés.
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C- Analise Comparativa da Contagem Microbiana Entre o Solo e a
Agua

Correlacionando ainda a presenca de coliformes totais na dgua com a do solo,
observou-se nos resultados a equivalencia, porém neste paralelo, pode-se notar uma
reducdo nos coliformes termotolerantes de 93% nos numeros encontrados na agua
enquanto que a contagem do género Pseudomonas apresentou-se cem vezes menor

que no solo (Figura 4.3).

NMP/100 mL 1600

1400
1200
1000
800
600
400
200
0,

T(s) T(a) C(s) C@® P(s) P(a)

OTermotolerante/solo B Termotolerante/agua

O Coliformes/solo Ocoliformes/agua

B Pseudomonas/solo OPseudomonas/agua

Figura 4.3. Comparacgdo da contagem microbiana do solo e da &gua do
manguezal Termotolerantes do solo T(s), Termotolerantes da agua
T(a), Coliformes Totais do solo C(s) Coliformes Totais da agua C(a),

Pseudomonas do solo P(S) e Pseudomonas do solo P(a)
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4.2 IMPACTO DO OLEO DIESEL EM SOLO DE MANGUEZAL SEM PREVIA
ADAPTACAO

O desenvolvimento microbiano se da sob condicbes favoraveis, em presenca de
sais minerais e fonte de carbono (PELCZAR et al., 1996; CUNHA, 1996). Com o intuito
de observar o impacto causado na populacdo microbiana pela substituicdo total da
fonte de carbono por 6leo Diesel, realizou-se a extracdo da microbiota nativa do solo,
acondicionando-se o in6culo ao meio de crescimento com e sem a substituicdo da fonte
de energia. Obteve-se como resultado, para a contagem bacteriana, apés 48 horas em
meio CZ igual a 1,3.10* UFC/ ml, sendo observado ainda o crescimento do mesmo
in6culo em meios complexos ANS igual a 2,7. 10* UFC/ ml, onde se obteve um maior
crescimento e variedade de colbnias, comparando este ao crescimento em meio CZ.
Isto pode ser explicado devido ao meio ANS apresentar fontes de carbono complexas,
em contraste ao outro meio que contém alta concentracdo de sacarose como uma
Unica fonte de carbono com uma reducdo de 50% na quantificacdo das bactérias,
indicando que este meio € seletivo e dentre 0s microrganismos que conseguiram
sobreviver, poucos foram capazes de utilizar o 6leo Diesel como fonte de carbono,
demonstrando um impacto de 90%, com contagem para 0S microrganismos crescidos

em CZ-6leo igual a 1,27. 10*, como pode ser visto na figura 4.4.
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Figura 4.4 Impacto no crescimento bacteriano oriundo do
solo de manguezal inoculadas em meios: Agar Nutritivo
(ANS), Czapeck (CZ), Czapeck-0leo (CZ-6leo) todos

contendo Fluconazol.

O impacto do 6leo Diesel sobre o crescimento de colénias fungicas foi
observado, utilizando-se o meio de Czapeck contendo tetraciclina e o crescimento da
populacao foi de 210 UFC/ ml. Em meio CZ-6leo contendo Tetraciclina cuja unica fonte
de carbono, agora foi o 6leo Diesel, o crescimento dos fungos apresentou resultados
entorno de 50 UFC/ml, observando assim um impacto com uma reducao populacional
de 77% na quantificacdo (Figura 4.5), mostrando também diminuicdo na variedade, na
forma das col6nias e sua sensibilidade a presenca do 6leo. Houve também, neste meio,
0 crescimento bacteriano com 84 UFC/ ml, que além de sobreviver a este impacto se
mostrou resistente ou pouco sensivel a Tetraciclina, confirmada posteriormente em

teste antibiograma em disco em placas em mesma concentragéo (Tabela 7).
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Tabela 10 Valores dos diametros dos halos de inibicdo em mm da Tetraciclina frente as
coldnias isoladas de meio Cz.

Isolado de Bactérias Halo de inibicdo em Halo de inibicdo em
meio AN/ Tetraciclina meio CZ/ Tetraciclina

Bactérias crescida em Cz
C/ Fluconazol 27 30

Bactérias crescida em Cz
6leo c/ Tetraciclina 10 -

Bactérias crescida em Cz
Oleo c/ Tetraciclina - -
(2 amostra)

(-) Nenhuma atividade

250
UFC/mL
200+

150+

100+

50+

O |
cz Cz-O-fungos CZ-O-bactérias

O Czapeck B Czapeck-6-fungos O Czapeck-6-bacterias

Figura 4.5 Crescimento microbiano para verificacdo do impacto
de fungos em meio CZ com Tetraciclina; fungos em CZ-6leo

com Tetraciclina; bactérias em CZ-6leo com Tetraciclina.
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Os microrganismos presentes nesta suspensdo foram extraidos da amostra do
solo sem ter um contato prévio com o poluente, ou seja, sem um periodo adaptativo ao
0leo e sem lhes ser fornecido alguma condicdo de bioestimulo, verificando-se que
nestas condicdes eles sofreram um impacto, reduzindo sua populacéo. Por outro lado é
novamente confirmada a presenca de bactérias que conseguem utilizar o poluente em
seu crescimento. Capelli et al. (2001) relataram que as condicdes de um ambiente
acidentalmente poluido onde a flora nativa fosse exposta a alta concentragdo do
poluente, ocorre interferéncia no substrato natural junto aos microrganismos nao
degradadores, favorecendo aos que conseguem degradar, dependendo assim a
biorremediacdo da quantidade de microrganismos degradadores, do nivel e da
persisténcia do poluente no ecossistema. Demonstrando assim mais uma vez, que este
solo possui microrganismos capazes de mineralizar ou transformar esse substrato ndo
convencional e € o O6leo Diesel para o seu desenvolvimento, pela notificacdo da
sobrevivéncia de espécies microbianas sob as condi¢des oferecidas. De acordo com
Ramsay et al. (2000) a adicdo de Oleo estimula o ndmero de microrganismos
degradadores de alcanos, e isto foi reafirmado por Capelli et al. (2001) que os

organismos adaptados a presenca do poluente se sobressaem.

4.3 AVALIACAO MICROBIANA DO SOLO EM SUCESSIVOS CONTATOS COM
OLEO DIESEL

Este ensaio teve como objetivo avaliar a presenca de microrganismos nativos do
solo de manguezal, que em contato com quantidades variaveis de 6leo Diesel, foram
capazes de utilizar o derivado do petréleo como Unica fonte de carbono. Neste ensaio,
tem-se indicativo que a cultura mista submetida ao impacto sofre estimulo para o
desenvolvimento de alguns microrganismos degradadores de hidrocarbonetos através
do processo adaptativo; mostrado na figura 3.6. Apos o periodo de vinte dias, obteve-se
como resultado visivel mudanca de coloracdo do meio e a formacao de emulsdo, como

pode ser visto na figura 4.6 A e B.
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Figura 4.6: Mudanca da coloragdo apés vinte dias de incubacéo.

A- no momento da inoculacédo; B- apés vinte dias de crescimento.

Apbs o referido periodo verificou-se através do método de coloracdo de Gram
gue houve predominancia de bactérias Gram-negativas. Isolando-se os microrganismos
do ensaio e submetendo-os a testes bioquimicos, confirmou-se a presenca do género
Pseudomonas, como indicado na figura 4.7 onde o género foi confirmado em meio de
acetamida pela modificacdo da coloracdo do meio (A) e isolando-os em meio de Agar
cetrimide (B).
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Figura 4.7 Ensaios bioquimicos confirmativos a presenca de
Pseudomonas (A) em meio de acetamida (B) meio de Agar cetrimide.

O processo adaptativo € importante para que 0s microrganismos se sobressaiam
biologicamente a presengca do poluente. Por isso, com o intuito de observar o
comportamento dos mesmos apoOs este processo, fornecendo-lhes neste periodo,
condicdes extremas de estresse, sem estimulo quanto a aeracdo e a adi¢cdes de
nutriente, nestas condi¢des, sobressairam-se as bactérias Gram-negativas e entre elas
0 género Pseudomonas que conseguiram degradar o 6leo e sobreviver as
competitividades.

A importancia do processo adaptativo para a microbiota é relatada por varios
autores como sendo a forma necessaria para que eles possam se desenvolver em
ambientes impactados por contaminantes (BECKER & HERSON, 1996; ROSATO,
1997; CUNHA, 1996).

O mecanismo de bioestimulos por adicdo de co-fatores ou nutrientes que
promovem a aceleracdo do crescimento, ndo foi utilizado neste ensaio, porém sao
relatados em trabalhos, como estudos com Acinobacter que utilizou o acido Urico como
bioestimulo para obtenc&o de nitrogénio, favorecendo o processo de biodegradacao de
petrdleo (KOREN et al., 2003).
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Sabaté et al. (2004) trabalhando, com solos contaminados hidrocarbonetos
policiclico derivado do petréleo e adicionados de glicose e nutrientes obteveram uma
reducdo em 72% do poluente em 270 dias de contato, constatando a eficiéncia deste
tratamento.

Durante o decorrer do presente experimento, mesmo sem a utilizacdo de
técnicas que pudessem acelerar o processo de biodegradacao no periodo de 20 dias,
foi verificada a formacdo de emulsdo, o que pode indicar uma possivel produgcédo de
substancias tenso-ativas através da reducao ou transformacédo do poluente em estudo.

A utilizacdo de plantas, bactérias e fungos na biotransformacéo de poluentes
energéticos tém sido relatada (AKEN et al., 2004). Em pesquisa das vias de
degradacdo oxidativa com a utilizacdo de microrganismos como Rodococcus
rhodochrus, foi observada a presenca de enzimas responsaveis pela quebra do anel do
composto ciclopropanocarboxilato (TORAYA et al., 2004).

O processo utilizando-se microrganismos para a degradacao de hidrocarbonetos
podera ocorrer até mineralizagdo completa ou ainda, obtencdo de metabdlicos. Sulivan
et al. (2001) relataram a transformacdo do 2-metil naftaleno no produto metabdlico
acido 2-nafitalico. O resultado de uma biodegradacao ou biotransformacao nem sempre
€ benéfico ao meio ambiente. Por isso, para verificacdo deste processo de
biodegradagcdo ou mineralizacdo, o éleo remanescente desta amostra foi submetido a
andlise cromatografica que apresentou uma reducdo de alguns compostos, sendo
escolhidos cincos constituintes com resultados expressivos (Figura 4.8), dentre estes
estdo o Decano com 83% de reducdo e o0 octadecano que ndo sofreu reducdo. No
entanto, sob as mesmas condi¢coes, desta feita sob aeracdo, houve reducdo do
composto octadecano como pode ser visto na figura 4.21. ALEXANDRE (1994) relata
a mineralizacdo de octadecano através do uso de misturas de bactérias e pelo fungo

Cladosporium resinae sob condicfes de bioestimulos.
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Figura 4.8: Andlise grafica do Percentual de degradacao dos

cincos compostos no 6leo Diesel.

Por ser a estrutura dos alcanos menos complexas que a dos aromaticos sua
degradacdo pelos microrganismos se torna mais facil e a sua reducdo no ambiente
geralmente é maior (RAMSAY et al., 2000). Fator esse que explica a reducdo desses

alifaticos do 6leo Diesel, em 20 dias, sem a indu¢do de aeracao e adi¢do de nutrientes.

4.3.1 ACAO DO GENERO PSEUDOMONAS SOB O OLEO DIESEL

A fim verificar a capacidade biodegradadora das bactérias Pseudomonas, a
mesma foi isolada, re-suspensa e inoculada em meio de Czapeck modificado, onde a
sacarose foi substituida por 6leo Diesel nas concentracdes de: 3%, 5% e 10% (m/v).
Observou-se que em 20 dias houve mudancas de coloragcdo nas suspensdes para as
concentracdes de 3% e 5% e formacdo de emulsdo. Na concentracdo de 10% essas

observacGes ocorreram a partir do trigésimo dia, os meios fermentados de cada
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concentracdo foram levados a analise cromatografica e efetuada a contagem
microbiana através da técnica NMP, que indicou uma reducdo do niumero de bactérias
a proporgdo que a concentragdo do Oleo era maior, obtendo-se os seguintes valores:
para o 6leo a 3%, 210 NMP/100ml; 5%, 23 NMP/100ml; 10%, 14 NMP/100ml como

pode ser observado no grafico da figura 4.9.

NMP/100 ml
250+

200+

150

100+

50

0,
A 3% A 5% A 10%

OA 3% de 6leo A 5% de 6leo JA 10 % de 6leo

Figura 4.9 Crescimento do género Pseudomonas em diferentes
concentracbes do 6leo Diesel 3%, 5% e 10% (m/v) apos 30 dias

de contato.

O aumento da concentracao do poluente resultou em inibigcdo do crescimento da
bactéria Pseudomonas, mostrando que a concentracdo de substrato € um fator limitante
para o crescimento, levando-se em consideracdo que néo foi aplicado bioestimulo,
como aeracao ou adicado de nutrientes. Nao foi pesquisada a possivel influéncia, porém
entre os fatores que intervém no desenvolvimento de uma populacdo, esta a
disponibilidade de nutrientes e a concentracdo de oxigénio (SESSITCH et al., 2001;
MARGESIN & SCHINNER, 2001; ROANE et al., 2001; CAPELLI et al., 2001; BALBA et
al., 1998).

Os resultados da cromatografia com a cultura pura nativa, Género

Pseudomonas, isolada do solo de manguezal, mostraram nas menores concentragdes
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de Oleo Diesel (3% e 5%) uma maior redu¢éo nos picos de hidrocarbonetos, comparado
com a amostra do 6leo Diesel original, verificada nas figuras 4.10 e 4.11. Resultado
esse esperado pelo aspecto do emulsificado formado nas concentragbes 3% e 5%
(m/v), embora essas concentracdes tenham mostrado crescimentos populacionais
diferenciados (Figura 4.9). Em ambas concentracdes obtiveram-se uma reducdo melhor

gue a indicada pela cromatografia para 10% do Oleo (Figura 4.12).

LR R

3 10 15 20 25 30 35 40

Figura 4.10 Cromatografia em meio fermentado contendo 6leo Diesel a 3%
(m/v) apés 30 dias de fermentacdo em presenca da cultura pura do Género
Pseudomonas isolado do solo de manguezal. (eixo y: intensidade kW; eixo

X: tempo de retencdo mim).
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Figura 4.11 Cromatografia em meio fermentado contendo 6leo Diesel a 5%(m/v)
apos 30 dias de fermentacdo em presenca de cultura pura do Género
Pseudomonas isolado do solo de manguezal. (eixo y: intensidade kW; eixo X:

tempo de retengdo mim).

Em conformidade com o experimento realizado por Ururahy et al., (1998) em que
foi utilizada as concentracdes de 5% e 10%, do poluente (borra oleosa), onde observam
um maior crescimento microbiano na concentragdo menor. Sendo relatado na literatura
a importancia da aeracdo ao experimento analisado, através da interrupcdo no
fornecimento da mesma, observaram quedas bruscas populacionais no processo de
biodegradagéo.

Neste ensaio pode-se observar que as bactérias Pseudomonas conseguem
sobreviver e utilizar o 6leo Diesel como fonte de carbono, ainda assim tem seu
crescimento impactado pelo poluente, haja vista a diminuicdo do numero de

microrganismos a propor¢ado que se aumenta a concentragdo do poluente recalcitrante.
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Figura 4.12 Cromatografia em meio fermentado contendo oleo Diesel a
10%(m/v) ap6s 30 dias de fermentagcdo em presenca de cultura pura do
Género Pseudomonas isolado do solo de manguezal. (eixo y: intensidade kW,

eixo X: tempo de retencdo mim).

4.4 ANALISE DO SOLO IMPACTADO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
OLEO DIESEL

Os experimentos de enriquecimento do solo com diferentes concentracdes de
Oleo Diesel (1%, 5% e 10%) permitiram a analise da dinAmica da populacao durante os
trintas dias em contato com o poluente. Analisando-se as figuras 4.13 e 4.14, observa-
se que em meio de AN obteve-se, inicialmente, 7,9 x 10° UFC/mL enquanto que em
ANS, 2,0. x 10* UFC/mL. O desenvolvimento maior em ANS deve-se a populacéo

microbiana ser oriunda de solo que recebe influéncia marinha. Ramsay et al. (2000) e
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Cury (2002) afirmam que uma populacdo microbiana pode ser melhor estimada quando
0 numero de células viaveis sdo avaliadas em meios de cultura que se assemelhem em
conteddo de nutrientes do seu habitat natural.

Analisando-se as figuras 4.13, e 4.14, observa-se que ao longo dos 30 dias,
houve um aumento no crescimento microbiano para o solo impactado com 10% de
Oleo, enquanto que nas demais concentracbes ndo houve crescimento significativo.
Considerando-se que esse solo ndo recebeu bioestimulo tais como aeragdo, nutrientes,
entre outros, durante este periodo, sugere-se que o 6leo tenha promovido o
crescimento de algumas espécies de bactérias, servindo como fonte de carbono, visto
que em contrapartida a este crescimento houve uma diminuicdo no numero de
espécies, como pode ser visto na figura 4.15. Esses resultados estdo de acordo com
Ramsay et al. (2000) os quais afirmam que o poluente e o bioestimulo causam um
aumento populacional em solo de manguezal. Ja Coulon & Delille (2003) usaram o
controle da temperatura e adicdo de fertilizantes como bioestimulo para o aumenta do
namero de bactérias degradadoras de Oleo. A presenca de hidrocarbonetos em um
ecossistema pode aumentar ou diminuir uma populacdo, porém o efeito deste depende
da composicdo quimica do poluente e da flora microbiana presente originalmente
(ROSATO, 1997).
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Figura 4.13:Crescimento bacteriano de solo impactado em diferentes
concentracdes de Oleo Diesel em meio AN (barras com erro de 5%).

UFC/mL (10°)
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Figura: 4.14 Crescimento bacteriano de solo impactado em diferentes
concentracdes de Oleo Diesel em meio ANS. (barras com erro de 5%).
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NA Figura 4.15 A e B pode-se observar as caracteristicas de colbnias isoladas
durante a contagem inicial (A), mostrando uma diversidade de bactérias que ao longo
do experimento foi sendo reduzida (Figura 4.15 B). Esse comportamento também p6de
ser observado nos ensaios com colbnias de fungos, porém os resultados foram menos
expressivos. Cury (2002) e Zhou et al. (2002) confirmam e justificam essa diversidade
em seus trabalhos ao afirmarem que a mesma se da devido a migracdo de
microrganismos e nutrientes pelos fluxos e refluxos da maré, porém a diminuicdo desta
diversidade deve-se ao periodo adaptativo, que proporciona o desenvolvimento de
microbios que conseguem sobreviver ao impacto do poluente, em detrimento de outros.

A R

Figura 4.15: Caracteristicas de colbnias isoladas durante a observacao inicial (A),
mostrando uma diversidade de bactérias que ao longo do experimento foi
sendo reduzida (B).
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Analisando-se o crescimento de fungos em solo impactado por 30 dias, (Figura
4.16) verifica-se que os resultados foram semelhantes aos observados para bactérias,
sugerindo um maior crescimento para o solo impactado a 10%. As colbnias flngicas
foram quantificadas em meio SB, obtendo-se um aumento inicial no nimero de colbnias
em torno do 5° dia e decrescendo ao longo dos 30 dias, para todas as concentragoes.

Na concentracdo de 10% sugere um aumento populacional no 25° dia, que logo
decaiu no 30 ° dia a valores semelhantes aos apresentados desde o 7° dia, indicando
um possivel erro.

O comportamento apresentado por bactérias e fungos neste trabalho sugere que
alguns dos microrganismos presentes nesse solo conseguem utilizar, além da matéria
organicas e minerais presentes, o 6leo Diesel para o seu desenvolvimento. Ja se tem
conhecimento desse potencial dos fungos relatados por Zheng & Obbard (2003)
quando em suas pesquisas trabalharam com culturas isoladas de fungos que se

mostraram habeis em reduzir, através de oxidacdo, compostos aromaticos.

50

—m— 1%
40 ——5%
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20
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w
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0 . . . . . . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
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Figura 4.16: Contagem de fungos do solo impactado com 6leo
Diesel por 30 dias.
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4.5 EFEITO DA AERACAO NA REDUCAO DE COMPOSTOS DO OLEO DIESEL EM
TRATAMENTO UTILIZANDO CULTURA MISTA DO SOLO

O solo impactado por 30 dias com 10% de 0leo Diesel foi submetido a tratamento
de modo a se extrair um indculo microbiano e analisar o efeito da aeracdo no
crescimento e biodegradacdo do poluente. O experimento ocorreu em frascos agitados
a submetidos a agitacao de (200 rpm) em meio mineral de BH tendo como Unica fonte
de carbono o 6leo Diesel, por vinte dias. Foram feitas amostragens a cada 4 dias e o
resultado pode ser analisado na figura 4.17, que mostra o crescimento populacional
tanto para fungos como para bactérias. Verifica-se que a quantificacdo bacteriana
atinge um nivel Maximo no 8° dia, a partir dai quando o nimero de bactérias declina e
os fungos continuam a crescer sutilmente.

A aeracdo pode explicar o salto no crescimento bacteriano, na ordem de 6.10" a
8,8. 10'°, de trés magnitude. Em conformidade com o trabalho de (RAMSAY et al.,
2000; MARGESIN & SCHINNER 2001) que obtiveram em seus trabalhos, um melhor
resultado no crescimento de bactérias biodegradadoras quando aplicou a técnica de
bioestimulo com aeracao e adicao de nutrientes.

O oxigénio é um fator determinante no processo de biodegradacao aerébia como
0 primeiro passo no catabolismo para oxidagdo dos hidrocarbonetos (ROSATO 1997).
O fornecimento de oxigénio pode ser efetuado através de agentes oxidantes e aeracéo
(SA, 2002).
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Figura 4.17 Crescimento microbiano em experimento de frascos

agitados no periodo de vinte dias

As andlises da tensdo superficial e do pH durante este trabalho mostraram
decréscimo nos seus valores do pH (Figura 4.18 e 4.19) o que vem a favorecer o
desenvolvimento dos fungos mostrado na figura 4.17

Segundo Margesin & Schinner 2001 a neutralidade do pH favorece a

biorremediacéo, por isto a correcdo do pH se torna um importante bioestimulo.
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Figura 4.18 Variacdo do pH durante os vinte dias em fracos agitados

Os resultados da tenséo superficial (Figura 4.19) apresentaram reducdo em torno
de 31%, durante do processo inicialmente (com 64 mN/m para 44 mN/m) ao final da
experiéncia. Presumindo-se que houve a producdo de substancias acidas e tenso
ativas que podem ser toxicas ou inibitérias ao crescimento microbiano, observado
durante o plagueamento através da formacdo de halo de inibicdo entre algumas

colonias (Figura. 4.20).
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Figura 4.19 Decréscimo da Tenséo superficial nos 20 dias de
aeracdo em frasco agitado

Figura 4.20. Halo de inibicdo entre colbnias em isolados do

solo de manguezal
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Santo (2002), em seus experimentos observou aumento na concentracdo de
células em processo ocorrido em biorreator em relacdo ao experimento em frascos
agitados, atribuindo a isto a maior disponibilidade de oxigénio, concluindo através da
reducdo do pH, da tensao superficial a possivel producao de substancias tenso ativas e
aos resultados cromatografico o consumo do petroderivado 6leo Diesel.

Queiroga et al. (2003) Observaram que a espécie Bacillus subtilis promoveu a
formacdo de emulsdo em meio liquido contendo petréleo, sendo observado a reducdo
da tensdo superficial durante a producdo de biosurfactantes e consumo da fracao de
parafinas.

O trabalho de Cassidy et al. (2000) que comparou a eficiéncia entre dois
reatores, utilizando microrganismos para degradacéo de 6leo Diesel, observaram que a
tenséo superficial ndo diminuiu, ndo houve a formagao de surfactantes, nem a presenca
de emulsificacdo e espumas, porém houve degradacdo do poluente em ambos os
reatores.

A utilizacdo de microrganismos produtores de agente ativos de superficie que
atuem na fase aquosa mostra um aumento na taxa de crescimento na utilizacao de
hidrocarbonetos quando comparando a microrganismos nao produtores de surfactantes
(ALEXANDRE 1994).

O mecanismo de producdo de substancias surfactantes por microrganismos
envolvem enzimas das células em crescimentos e o “stress” nutricional submetido
(SANTO 2002).

Alguns microrganismos degradadores necessitam de um outro substrato como
um co-fator para induzir enzimas que permitam a biodegradacéo total ou parcial do
composto, que pode ter como fator inibitério & presenca de substancias toxicas pré-
existentes ou produzidas durante o processo de biodegradacéo (SA, 2002).

A analise cromatografica deste ensaio revelou que durante o processo de vinte
dias onde o 6leo Diesel foi imposto a cultura mista extraida do solo do manguezal,
houve uma grande reducdo dos compostos comparando-a com a amostra original
observada na figura 4.21. Considerando-se os resultados da figura 4.10 e 4.11 onde

mostram os resultados cromatograficos de cultura pura do género Pseudomonas sem
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estimulo a aeracdo durante trinta dias e comparando-os com os da figura 4.21,
observando-se uma reducéo podendo ser explicado pela presenca de cultura mista e
estar sob aeragdo constante, induzindo a um aumento na populagdo microbiana e
reduzindo o tempo para degradacéo dos hidrocarbonetos.

Dentre os compostos selecionados com reducbes expressivas, quando
comparado entre os ensaios realizados ndo se notam grandes diferencas exceto pelo
composto octadecano, onde em experimento com cultura mista sem inducdo de
aeracdo em 20 dias ndo mostrou reducédo (Figura 4.8), porém nas mesmas condi¢cdes
em presenca do género Pseudomonas e também em presenca de cultura mista com
inducéo de aeracdo mostrou um bom percentual de reducao (Figura 4.22).

A bactéria Pseudomonas aeroginosa pode produzir raminolipidios, que é um
biosurfactante, dependendo do substrato. Os estudos de Mulligan, (2005) relatam o
envolvimento destes compostos em processos de biodegradacédo, onde se observou o

aumento de raminolipidio na mineralizacdo de octadecano.

Ret.Tume 13130 Scan# 1337 Inten = 122134635

5 10 15 20 a5 a0 35 40

Figura 4.21 Cromatografia em meio fermentado com cultura mista do solo de
manguezal durante vinte dias sobre frasco agitados em condi¢cdes de aeragao
1:10, (eixo y: intensidade kW; eixo X: tempo de retencdo mim).
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Figura 4.22. Redugdo dos componentes do 6leo Diesel por cultura
mista, com e sem aeracdo e género Pseudomonas, submetidos a
analise cromatografica.
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5. CONCLUSOES

e A analise da microbiota nativa do solo e da dgua de manguezal demonstrou a
presenca de microrganismos como o0 grupo Coliformes e Pseudomonas
Indicativo que este ambiente recebe influéncias de contaminantes oriundos de

despejos sanitarios.

¢ No ensaio preliminar da analise do impacto de 6leo Diesel na microbiota nativa
do solo de manguezal, sem previa adaptagdo, observa-se um decréscimo na

contagem microbiana tanto de fungos quanto de bactérias.

e A presenca do poluente como uUnica fonte de carbono diminuiu a diversidade
microbiana, porém aumentou a quantificacdo microbiana especialmente de

bactérias Gram-negativas.

e A aeracdo contribuiu para o aumento microbiano confirmando sua aplicacao
como bioestimulo, acelerando o processo de biodegradacdo. Demonstrado

através da cromatografia de cultura mista apds vinte dias de contato.

e Nos ensaios preliminares da biodegradacdo do 6leo Diesel, em sucessivos
contatos do isolado durante o processo adaptativo com o poluente foram
observados que dentre os microrganismos presentes sobressaiu-se 0 género
Pseudomonas, indicando que esse género é capaz de utilizar o 6leo Diesel como

Unica fonte de carbono.
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6. SUGESTOES

Como aprimoramento e complemento deste trabalho, sugere-se que:
e Identificar as bactérias e fungos que se desenvolveram utilizando o 6leo Diesel
como Unica fonte de carbono.

e Identificar as espécies dos microrganismos que surgiram durante o impacto do
solo com o poluente.

e Verificar o comportamento desses microrganismos em periodo de sazonalidade.

e Comparar a atuacao na reducdo do poluente entre as espécies identificadas e

isoladas.

e |solar e verificar bactérias anaerdbias no processo de biodegradacéao, visto que o

solo é de predominancia anaerobia.
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ANEXO II: Trabalho completo apresentado no SINAFERM/2005

Estudo microbiologico de solo de manguezal impactado com
diferentes concentracdes de 0leo Diesel

Beltréo, E. P. S.; Costa, C. P.; Barbosa, A. S.; Marques, O. M.; Lima,
M.A.G.A.; Albuquerque, S. S. M. C.; Lopes, C. E.; Palha, M. A. P. F.

Universidade Federal de Pernambuco — Depto de Antibidticos e Depto de Engenharia Quimica
Recife — PE — E-mail: eudinice@iibest.com.br

RESUMO

O solo de manguezal foi impactado com 6leo Diesel por um periodo de trinta dias com o
objetivo de observar o comportamento da microbiota natural. Neste trabalho foram
demonstrados o crescimento e reducdo na diversidade microbiana ap0s o impacto, sendo
observada a presenca de microrganismos que utilizam esse poluente como fonte de carbono para
0 seu desenvolvimento, destacando-se bactérias Gram-negativas, notadamente o género
Pseudomonas.

INTRODUCAO

A tecnologia de biorremediacgéo natural pode ser uma aliada no combate ao impacto ambiental
causado por vazamentos de petroderivados por estimular microrganismos que utilizem estes
contaminantes como fonte de crescimento. Os manguezais constituem um importante ecossistema
que vem despertando interesse em sua preservacao e recuperacao devido as agressdes sofridas,
uma vez que funcionam como fonte de alimentacdo e bercario a biodiversidade marinha. Para
iSs0, € necessario conhecer o ambiente das areas de risco. Tais informacdes podem ser obtidas
através da simulacdo e monitoramento de vazamentos controlados. Esses dados servem como
suporte ao desenvolvimento de modelos matematicos que permitem prever o risco potencial ao
ambiente, de forma a criar estratégias de gerenciamento dos possiveis derramamentos antes
mesmo que ocorram. Com o objetivo de observar o comportamento da flora nativa em diferentes
concentracdes de 6leo Diesel, impactou-se amostras do solo do manguezal de Vila Velha na llha
de Itamaracd, Pernambuco, obtendo assim dados sobre a &rea em estudo.



MATERIAIS E METODOS

As amostras do solo foram coletadas do manguezal de Vila Velha na llha de Itamaraca,
Pernambuco. Estas foram separadas em trés lotes de 200g, 0s quais permaneceram em contato
com o contaminante por trinta dias, sendo escolhidas as concentragdes de 1%, 5% e 10% (m/v)
do poluente, 6leo Diesel, para a avaliagdo do comportamento da flora nativa. Fizeram-se as
contagens iniciais dos microrganismos, fungos e bactérias, presentes antes do impacto e apdés 2,
15 e 30 dias de contato. Para cada amostra, foi preparada uma suspensdo com 10 g do solo do
manguezal em 90 ml de &gua peptonada estéril e 0,1 ml de Tween 80, sendo submetidas a
agitacdo de 200 rpm por 30 minutos, de modo a extrair 0os microrganismos presentes. Desta
suspensdo foram feitas diluicbes sucessivas e inoculadas em meios de Agar nutritivo-AN
(constituido por (g/L): extrato de carne, 3,0; peptona, 5,0; Agar, 14; tetraciclina, 50ug/mL ), Agar
nutritivo salino-ANS (mesma composicdo do AN acrescido de cloreto de sddio 7,5g/L) e
Saboraude-SB (constituido por (g/L): peptona, 10; cloreto de sodio, 7,5; extrato de carne, 3,5;
glicose, 40; Agar, 15; fluconazol, 50ug/mL). O AN foi utilizado na contagem de bactérias
heterotréficas meséfilas enquanto que o ANS para halofilos e por ultimo, o SB para contagem de
fungos e leveduras.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os experimentos de enriquecimento do solo com diferentes concentracfes de dleo Diesel
permitiram a andlise da dinamica da populacdo durante os trintas dias em contato com o poluente.
Analisando-se as figuras 1 e 2, observa-se que em meio AN obteve-se, inicialmente, 7,9 x 10°
UFC/mL enquanto que em ANS, 2,0. x 10* UFC/mL. O ntmero inicial de bactérias em meio
AN foi menor que no meio ANS, isto se deve ao fato da populagdo microbiana ser oriunda de
solo que recebe influéncia marinha, o que € justificado por Ramsay et al (2000) e Cury (2002),
quando afirmam que a populacdo microbiana heterotréfica pode ser adequadamente estimada
medindo-se 0 crescimento em meio apropriado contendo nutrientes e sais que sugiram 0 Sseu
habitat natural.

Analisando-se a figura 1, observa-se que ao longo dos 30 dias, houve um aumento no
crescimento microbiano para o solo impactado com 10% de Oleo, enquanto nas demais
concentracfes ndo houve crescimento significativo. Considerando-se que esse solo ndo recebeu
bioestimulo tais como aeracdo, nutrientes, entre outros, durante este periodo, sugere-se que o 6leo
tenha promovido o crescimento de algumas espécies de bactérias, servindo como fonte de
carbono, visto que em contrapartida a este crescimento houve uma diminuigdo no nimero de
especies, como mostra a figura 3. Estes resultados estdo de acordo com Ramsay et al. (2000) os
quais afirmam que o poluente e o bioestimulo causam um aumento populacional em solo de
manguezal. Ja Coulon e Delille (2003) usaram o controle da temperatura e adicdo de fertilizantes
como bioestimulo para o aumenta do nimero de bactérias degradadoras de 6leo. A presenca de
hidrocarbonetos em um ecossistema pode aumentar ou diminuir uma populagédo, porém o efeito
deste depende da composicdo quimica do poluente e da flora microbiana presente (ROSATO,
1997).
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Figura 1: Crescimento bacteriano em diferentes concentracfes de 6leo Diesel em meio AN
(Tratamento Estatistico Aplicado: barras com erro de 5%).
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Figura 2: Crescimento bacteriano em diferentes concentracdes de 6leo Diesel em meio de ANS
(Tratamento Estatistico Aplicado: barras com erro de 5%).

Neste trabalho podem-se observar as caracteristicas de coldnias isoladas durante a contagem
inicial, mostrando uma diversidade de bactérias que ao longo do experimento foi sendo reduzida
(Figura 3 A e B). Esse comportamento também pode ser observado nos ensaios com col6nias de
fungos, porém os resultados foram menos expressivos. Cury (2002) e Zhou et al. (2002)
confirmam e justificam essa diversidade em seus trabalhos ao afirmarem que a mesma se da
devido a migracdo de microrganismos e nutrientes pelos fluxos e refluxos das marés. Porém a
diminuicao desta diversidade deve-se ao periodo adaptativo que proporciona o desenvolvimento
de microébios que conseguem sobreviver ao impacto do poluente.



Figura 3: Caracteristicas das coldnias isoladas durante a contagem inicial (A) e em (B)
mostrando a reducédo na diversidade de bactérias ao longo do experimento.

As coldnias fungicas foram quantificadas em meio SB obtendo-se como resultado um aumento
populacional inicial para concentracdo do poluente de 10% (m/v). Comportamento similar
ocorreu nas demais situacdes (5% e 1%), no entanto, nessas concentragdes, apresentaram um
maior decréscimo a partir do 20° dia (figura 4).
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Figura 4: Impacto no crescimento de fungos em diferentes concentragdes de 6leo Diesel em
meio de SB (Tratamento Estatistico Aplicado: barras com erro de 5%).

O comportamento apresentado por bactérias e fungos neste trabalho sugere que alguns dos
microrganismos presentes nesse solo conseguem utilizar além da matéria organicas e minerais
presentes, o 6leo Diesel para o seu desenvolvimento (Zheng & Obbard, 2003).



Microrganismos isolados de amostras do solo em estudo foram inoculados em meios de cultura
com quantidades variaveis de 6leo Diesel para avaliacdo da capacidade de crescimento destes
microrganismos utilizando como unica fonte de carbono o Oleo. Nessas condigdes,
desenvolveram-se alguns microrganismos degradadores de hidrocarbonetos através do processo
adaptativo. Apds o periodo de vinte dias, obteve-se como resultado visivel mudanca de coloracao
do meio e a formacao de emulsdo, como pode ser visto na figura5 A e B.

Figura 5: Mudanca da coloracdo apds vinte dias de incubacdo.
A - no momento do in6culo; B - apds vinte dias de crescimento.

Através do método de coloracdo de Gram verificou-se a predominancia de bactérias Gram-
negativas. Isolando-se os microrganismos desse ensaio e submentendo-os a testes bioquimicos,
confirmou-se a presenca do género Pseudomonas como indicado na figura 6, em meio de
acetamida pela modificacdo da coloracdo (A) e confirmado em meio de Agar cetrimide (B).

Figura 6: Ensaios bioquimicos confirmativos a presenca de Pseudomonas. A - em meio de
acetamida;. B - meio de Agar cetrimide.



Varias espécies da bactéria Pseudomonas aeroginosa, em presenca do substrato adequado,
produzem raminolipidios que tém caracteristicas surfactantes (MULLIGAN, 2005). Os
biosurfactantes podem ser utilizados na formulacdo de defensivos agricolas, na industria
alimenticia, farmacéutica, cosmética e como agente de biorremediacdo de solos e A&guas
contaminadas, além da recuperacédo secundaria de petréleo (RON E ROSENBERG, 2002)

CONCLUSAO
Os experimentos realizados com solo de manguezal, impactados com o 6leo Diesel, sugerem
que o poluente foi capaz de promover o crescimento microbiano nas concentracfes de 1%, 5% e
10% (m/v), com melhor desenvolvimento na maior concentragdo. Por outro lado, houve
diminuicdo na diversidade das coldnias, destacando-se, entre as que cresceram, bactérias Gram-
negativas, notadamente o género Pseudomonas.
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