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AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE DE MISTURAS DE DIESEL E DE
BIODIESEL (B0, B20 E B100) EM DOIS SOLOS COM DIFERENTES
GRANULOMETRIAS'

Resumo

Autor: Daniel Derrossi Meyer
Orientador: Fatima Menezes Bento

O biodiesel é uma fonte alternativa de energia que apresenta alto potencial de
biodegradabilidade e relativa baixa toxicidade, mitigando, assim, o impacto aos
ecossistemas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biodegradacdo das
misturas de diesel/biodiesel (B0, B20 e B100) em dois tipos de solo (argiloso e
arenoso) sob duas estratégias de Biorremediacdo (Atenuacdo Natural e
Bioaumentagao). A selecao do consércio microbiano foi realizada a partir da
utilizacao de indicadores-redox (DCPIP e TTC), de ensaios enziméaticos [alcano
hidroxilase, Catecol 1,2-dioxigenase, Catecol 2,3-dioxigenase, Protocatecol
3,4-dioxigenase, hidrolise do p-NPA (esterase) e lipase], producao de proteinas
totais, de biossurfactantes, de metabdlitos e avaliacao da hidrobicidade celular.
Foram eleitos quatro isolados bacterianos (Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia), formando
um consoércio a ser utilizado na Bioaumentagdo. Para os experimentos de
biodegradacdo em solos, a atividade microbiana foi avaliada por respirometria,
desidrogenase, contagem de degradadores/heterotroficos e pela concentragéo
de TPH para BO e B20 e de ésteres totais para B20 e B100. Foram observados
percentuais acima de 90% na biodegradagdo para BO e B20 tanto para
Atenuacdo Natural e Bioaumentagdo quanto para os dois tipos de solos
avaliados. Para B100, a biodegradacdo de estéreis totais foi superior na
Bioaumentagédo para os dois solos. Embora a Bioaumentacdo n&o tenha
apresentado diferencas na biodegradabilidade entre BO e B20, a adicdo do
consorcio microbiano associado aos macronutrientes inoculados no solo foi
importante para aumentar as taxas de degradagéo do tratamento B100.

! Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil (161 p.), margo, 2011.
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BIODEGRADABILITY EVALUATION OF DIESEL AND BIODIESEL BLENDS
(B0, B20 and B100) IN TWO SOILS WITH DIFFERENT GRANULOMETRIES?

Abstract

Author: Daniel Derrossi Meyer
Advisor: Fatima Menezes Bento

Biodiesel is an alternative source of energy with high biodegradability potential
and relatively low toxicity, thus, mitigating impact on ecosystems. The aim of
this study was to evaluate biodegradation of diesel/biodiesel (B0, B20 and
B100) blends in clay and sandy soils under two approaches of bioremediation
(Natural Attenuation and Bioaugmentation). The selection of microbial consortia
was carried out using redox indicators (DCPIP and TTC), enzymatic assays
[alkane hydroxylase, catechol 2,3-dioxygenase, protocatechol 3,4-dioxygenase,
p-NPA hydrolysis (esterase) and lipase], total protein, biosurfactants and
metabolits yields and cell hidrofobicity assessment. Four bacterial strains were
elected (Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa and
Stenotrophomonas maltophilia), forming a consortium to be used in
Bioaugmentation. For soil biodegradation experiments, microbial activity was
assessed by respirometry, desidrogenase, degradators/heterotrofic count and
by TPH concentration for BO and B20 and total esters for B20 and B100. At
estimating degradation rates for the soils assessed, it was not observed
significant differences between B0 and B20, both for the soils as for the two
bioremediation approaches, showing high percentage of degradation (>90%).
As for B100, the biodegradation of total esters was higher on bioaugmentation
for both soils. Although bioaugmentation have not shown differences in
biodegradability between B0 and B20, the addition of microbial consortia
associated to macronutrients inoculated in the soil was important to increase
the degradation rates of B100 treatment.

% Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (161 p.), margo, 2011.
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes energéticas alternativas tem sido estimulada,
devido a preocupacdo em diminuir os indices elevados de poluicdo e a
dependéncia de combustiveis fosseis. Por esse motivo, vem sendo explorada
cada vez mais a utilizacao de biocombustiveis, como o biodiesel cujas fontes
sao renovaveis, podendo, desse modo, ser produzido a partir de 6leos vegetais
ou de gorduras animais. Esses substratos, por sua vez, sao transformados em
ésteres de cadeia longa por diferentes processos de esterificagdo ou por
transesterificacdo (Fukuda et al., 2001; Ramandhas et al., 2005). Segundo a
Lei 11097/2005, a introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira foi
autorizada e comecgou a ser comercializada em 2006. No entanto, somente em
2008, a mistura diesel/biodiesel foi tomada como obrigatéria, sendo
comercializado primeiramente o B2. Dependendo da percentagem de
participacdo do biodiesel na mistura diesel/biodiesel, € dado o nome de B2
quando possui 2% de biodiesel; B5, 5% até chegar ao B100, que é o biodiesel
puro (Silva & Freitas, 2008). No Brasil, jA vem sendo adicionado 5% desse
biocombustivel ao diesel desde 2010.

O biodiesel traz algumas vantagens em relacdo aos combustiveis

derivados do petroleo, pois apresenta alto potencial de biodegradabilidade,



devido a presenca de cadeias de acidos graxos com atomos de oxigénio
altamente suscetiveis a oxidagao, a auséncia de hidrocarbonetos aromaticos e
de enxofre na composigdo. Além disso, é atribuida ao biodiesel baixa
toxicidade, em vista da reducdo relativa de emissdes de CO, CO, SO, e
material particulado na atmosfera, contribuindo para a redugéo do efeito estufa
(Bento et al., 2006; De Mello, 2007; Lermontov & Ushakova, 2008; Atadashi et
al., 2010; Chao et al., 2010). A adi¢cdo de biodiesel ao diesel pode promover
efeitos sinérgicos, contribuindo para o aumento da biodegradabilidade de
hidrocarbonetos a medida que a sua concentragdo € aumentada na mistura,
devido ao fendmeno do cometabolismo (Zhang et al., 1998; Mudge & Pereira,
1999; Pasqualino et al., 2006), sendo que, em alguns estudos, foi relatado que
a biodegradabilidade do biodiesel pode ser até cinco vezes mais rapida do que
o diesel, inclusive em solos (Demirbas, 2008; Ferella et al., 2010).
Considerando a biodegradacdo da mistura diesel/biodiesel, vem
sendo explorado um grupo de enzimas, como lipases, esterases e oxigenases,
além de outras moléculas como biossurfactantes e bioemulsificantes, visto que
sao responsaveis, direta ou indiretamente, pela oxidacdo de cadeias metil
ésteres de acidos graxos e de hidrocarbonetos, sendo estes transformados em
acidos graxos e incorporados a célula por processos de B-oxidagdo (Amouric et
al., 2010). No entanto, ainda muito pouco € sabido sobre como se da a
biodegradacéo das fracdes de diesel/biodiesel no solo, devido ao fato de essa
nova mistura de combustivel ter sido inserida recentemente na matriz
energética mundial. Nessa mesma velocidade, vem se trabalhando em

inimeras pesquisas para desvendar o comportamento dessa mistura no solo,



uma vez que vazamentos e derrames acidentais durante o refino, o transporte
e, principalmente, durante estocagem ainda sdo uma probleméatica constante.
Com o intuito de mitigar as ocorréncias de contaminacdo de
combustiveis dessa natureza no solo, vem se utilizando cada vez mais
estratégias de remediagdo para descontaminar ambientes impactados. Dentre
elas, a biorremediagédo utiliza a competéncia fisiolégica de micro-organismos
com potencial degradador (nativos ou introduzidos), associada, muitas vezes, a
adicdo de nutrientes, principalmente o Nitrogénio e o Fosforo, no local
contaminado, sendo considerada, dessa forma, uma alternativa de baixo custo-
beneficio e ambientalmente aceitavel (Jacques et al., 2007). Em contrapartida,
mesmo dispondo de uma microbiota competente, existem inUmeros fatores
abidticos limitantes para que a biodegradagcao das misturas de diesel/biodiesel
ocorra com sucesso. Fatores como agua, oxigénio, nutrientes e pH podem ser
decisivos para o estabelecimento estrutural das comunidades microbianas. A
biodisponibilidade € um fator limitante, uma vez que depende da natureza
fisico-quimica do contaminante, da sua concentragdo, do seu tempo de
permanéncia e das propriedades intrinsecas de cada solo, além do carater
hidrofébico da célula degradadora. As caracteristicas e o conteldo de matéria
organica e da argila poderdo influenciar diretamente na capacidade de o
contaminante sofrer sorcdo as particulas do solo, tornando-o menos disponivel
para a célula, principalmente aqueles de natureza apolar, como o diesel e o
biodiesel, sendo constituidos de hidrocarbonetos e ésteres, respectivamente.
Diante desse contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a

biodegradacédo das misturas de diesel/biodiesel (B0, B20 e B100) em dois tipos



de solo — um argiloso e outro arenoso — sob duas estratégias de
biorremediacdo (atenuacdo natural e bioaumentacéo), simulando um derrame
superficial desses combustiveis.

Os principais objetivos especificos foram 1) selecionar bactérias de
fontes de contaminagdo com potencial degradador para as misturas de
diesel/biodiesel; 2) comparar o comportamento das comunidades microbianas
nos diferentes solos para as diferentes concentragdes de biodiesel nas mistura
diesel/biodiesel e 3) verificar se houve um incremento da biodegradagéo nos
solos a partir da estratégia de bioaumentagdo ao adicionar os nutrientes e o
consércio bacteriano em comparagao a atenuacao natural.

A bioaumentacdo recebeu adicdo de um consércio bacteriano
previamente selecionado, além da adicao de nutrientes, a fim de comparar o
seu potencial de biodegradabilidade com o da atenuacao natural. Os quatro
isolados que compuseram o0 consércio bacteriano potencialmente
biodegradador dessas misturas foram selecionados a partir dos melhores
resultados para a produgdo de enzimas livres (alcano hidroxilase, C1,20,
C2,30, P3,40, esterase e lipase), de biossurfactantes (baixa/alta massa
molecular), de metabdlitos, de proteinas totais, além da avaliagdo da

hidrofobicidade celular.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cadeia produtiva, principais fontes de contaminacao por

combustiveis e legislacao vigente

Apenas no ano de 2008, o Brasil consumiu 1,8 milhdo de barris de
petréleo por dia (2,3% do total mundial), ocupando a 122 posicdo entre os
consumidores mundiais. Dentre os derivados energéticos do petréleo, foram
produzidos 41 milhdes de m® de éleo diesel, representando 44,3% da matriz
energética para 0 mesmo ano em detrimento da producdo de biodiesel puro
(B100) que foi cerca de 3,3 milhdes de m>. Até o final de 2008, operavam no
pais 36730 postos de abastecimento de combustiveis (ANP, 2009). Para o
mesmo periodo, somente no municipio de Porto Alegre, RS, existiam 318
postos com cerca de 1600 tanques subterraneos. Deles, 90% localizam-se em
postos de abastecimento, sendo os demais situados em empresas de 6nibus,
transportadoras e clubes. Tendo em vista a grande cadeia de producao desses
combustiveis na matriz energética, a probabilidade de vazamentos e de
derrames durante o refino, o transporte, 0 armazenamento e a manipulacédo

ainda é elevada.



Segundo um histérico de acidentes relacionados ao transporte de
cargas perigosas no estado do Rio Grande do Sul, foram registrados, pela
FEPAM, no periodo de 1994 a maio/2010, 475 acidentes com produtos
quimicos das mais diversas origens. Aproximadamente 25% desse montante
estavam relacionados ao derramamento de combustiveis tanto derivados do
petréleo quanto de origem renovavel, como o biodiesel, apresentando maior
prevaléncia de acidentes ocasionados por derrame de Oleo diesel (Figura 1).
Dentro desse histérico, aproximadamente 90% dos acidentes ocorreram em
rodovias ou ferrovias, sendo o solo, portanto, o0 compartimento ambiental mais

impactado.

15,65%

@ Oleo Diesel

B Biodiesel

20% O Gasolina

62,6% O Combustiveis ndo
especificados

Figura 1: Relagdo de acidentes ao transportar combustiveis derivados do petréleo/biodiesel.

Fonte: FEPAM, 2010.

Durante o armazenamento das misturas de diesel/biodiesel, a
maioria dos tanques subterrdneos apresenta problemas de corroséo e
vazamentos nos primeiros 20 anos apos a instalacdo, sendo que 50% dos

vazamentos ocorrem antes de os tanques atingirem 15 anos de uso. Além



disso, & provavel que ocorra problemas nas instalacbes das tubulacoes,

principalmente nos 10 primeiros anos (ATLAS AMBIENTAL, 2006). Diante da

fragilidade das instalagdes, dos locais de armazenamento e do manuseio de

combustiveis, oficinas mecanicas, retificas, transportadoras, empresas de

Onibus e, sobretudo, postos de servico e de lavagem sado fontes de

contaminagdo em potencial para solos e aguas subterrdneas. Segundo

monitoramento realizado no estado de S&o Paulo, do total de 2904 registros de

sitios com algum histérico de contaminagdo, atribui-se aos postos de

combustiveis a responsabilidade de gerar 79% dos locais impactados (Figura

2).

Distribuigao por atividade - novembro de 2009

Acidentes/Fonte

desconhecida (24)
1%

Residuo (96) Industria (382)
3% 13%

Comercial (123)
4%

Posto de combustivel
(2.279)
79%

Figura 2: Registros de Areas Contaminadas para o estado de Sao Paulo (CETESB, 2011).

De acordo com

registros de contaminacdo por combustiveis,

oriundos principalmente em decorréncia de vazamentos em tanques



subterraneos, vem se mostrando uma nitida preocupacao, a fim de mitigar os
danos causados ao ambiente, uma vez que grande parte dos postos de
abastecimentos esta localizada em grandes aglomerados urbanos,
comprometendo a qualidade dos solos e das aguas superficiais e subterraneas.
Diante desse contexto, vem se obtendo maior controle dessa situagéo, a partir
de uma fiscalizacdo mais permanente, devido a criagcdo de novas leis,
resolucdes e decretos municipais. Em 1996, no municipio de Porto Alegre, foi
sancionado o Decreto Municipal n° 11423/96 o qual instituiu a obrigatoriedade
do licenciamento de novos postos de abastecimento e de outras empresas que
utilizassem tanques subterraneos de combustiveis, a fim de prevenir acidentes,
sendo o empreendimento liberado para instalacdo somente ap6s algumas
exigéncias, dentre elas: (a) caracterizacdo do solo e subsolo, (b) descricao do
comportamento hidrolégico do entorno do empreendimento, (d) discriminacao
dos equipamentos de monitoramento para deteccao de vazamentos, (e)
utiizacdo de tanques atmosféricos subterraneos de parede dupla e de
tubulagdes flexiveis e encamisadas e (f) instalacdo de caixa separadora
Oleo/dgua. Anos depois, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
estabeleceu a Resolugdo n° 273 de novembro 2000, que estipula a
obrigatoriedade do licenciamento ambiental para os empreendimentos que
integram o setor de combustivel em todo o territério nacional, considerando que
toda instalacdo e sistemas de armazenamento de derivados do petréleo e
outros combustiveis se configuram como empreendimentos potencial ou

parcialmente poluidores e geradores de acidentes ambientais.



2.2 Oleo diesel e biodiesel: composi¢do quimica, toxicidade e

exposicao

O biodiesel, definido como monoalquil (metil ou etil) éster de acidos
graxos de cadeia longa (Cis — C1s), € produzido a partir de fontes renovaveis de
energia, como os 6leos vegetais ou gorduras animais. No entanto, o biodiesel
ndao € constituido por apenas esse tipo de composto. ApOs ocorrer a
transesterificacdo, processo mais utilizado para a produgdo comercial do
biodiesel, sdo gerados outros subprodutos em menores proporgdes, como
mono, di e triglicerideos, além da glicerina (Fangrui & Milford, 1999; Atadashi,
et al., 2010). E dada grande atencdo a esse Ultimo subproduto, uma vez que a
pureza e a qualidade do biodiesel sao determinadas pela quantidade de
glicerina presente na mistura, sendo esta nao sé prejudicial ao motor como
também nociva aos ecossistemas. Estudos comprovam que o produto da
combustdo da glicerina em veiculos automotores libera para atmosfera uma
substancia denominada acroleina, um aldeido insaturado, que apresenta alto
potencial citotoxico e carcinogénico, por ser uma molécula bastante reativa,
além de altamente inflaméavel (Beauchamp et al., 1985).

O Oleo diesel, por sua vez, produto da destilagdo fracionada do
petréleo, apresenta em sua composicdo principalmente hidrocarbonetos
alifaticos de cadeia simples, nao-ramificados, variando de Cgy-Cos. Na mistura,
sao encontrados também altos teores de enxofre, variando de 0,1 a 0,5%, além
de produtos da combustdo, como CO, NOyx, SOy, material particulado,

aldeidos, benzeno, cianetos, tolueno, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
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sendo estes bastante perniciosos aos ecossistemas e a biota neles presente
(ANP, 2009).

A toxicidade do contaminante para um organismo é definida pela sua
composicao quimica, sua concentracao no ambiente, o periodo de contato, as
condi¢gdes ambientais gerais e a condicao fisioldgica da biota (Hatfiel & Stewart,
1994). Produtos oleosos, como o diesel, em pequenas quantidades no solo,
podem provocar um aumento na populagdo de micro-organismos, uma vez que
hidrocarbonetos podem ser utilizados como fonte de carbono. No entanto, em
altos niveis, o numero de micro-organismos pode diminuir, alterando a
composicao das comunidades e, consequentemente, dos processos
microbianos, como a atividade enzimatica. Em contrapartida, mesmo em
quantidades e concentragdes elevadas de biodiesel no solo, tem se observado,
inclusive, um aumento na atividade microbiana de um modo geral (Lapinskiene

et al., 2006).

2.3 Aspectos fisiologicos da degradacao

Considerando a porcdo diesel da mistura, as oxigenases
desempenham um papel significativo nas rotas do catabolismo de
hidrocarbonetos em condigcdes aerdbicas. Essas enzimas pertencem a dois
subgrupos: as monoxigenases e as dioxigenases. Nas primeiras, uma classe
de enzimas conhecidas como alcano hidroxilases catalisam a oxidacao das
cadeias mais labeis dos hidrocarbonetos (alcanos). A oxidagcao por hidroxilacao

ocorre nas regides terminais, subterminais ou biterminais de compostos
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alifaticos lineares e ramificados, aliciclicos, alquil-cicloalcanos ou terpenos (van
Beilen & Witholt, 2004; van Beilen & Funhoff, 2005; Funhoff & van Beilen, 2006)
(Figura 3), atuando preferencialmente na clivagem das ligagbes C-H (van
Beilen & Funhoff, 2007) e sendo, portanto, a molécula oxidada, primeiramente,
a um alcool, depois a um aldeido e, finalmente, a um acido graxo (Mercedes et
al., 2001; Belhaj et al., 2002). Os alcanos sofrem a acdo de um atomo de
oxigénio, sendo incorporado a molécula, e o segundo atomo € reduzido a agua
por um agente redutor cuja presenca é essencial para a reagdo enzimatica,
sendo as cadeias C1» a Cig ou maiores facilmente atacadas por uma ampla
variedade de bactérias. Contudo, a degradacdo de cadeias menores como
pentanos, hexanos, heptanos e octanos, 0s quais sao tbéxicos aos
ecossistemas, € menos frequente (Leahy & Colwell, 1990; Tani et al., 2001).
Além disso, as alcano hidroxilases podem ser divididas em dois grandes
grupos: as AH1, que oxidam as cadeias relativamente curtas a médias de
alcanos, enquanto que a maioria das enzimas AlkB, pertencentes ao grupo

AH2, oxida cadeias longas (van Beilen, et al., 2007; Amouric et al., 2010).
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Figura 3: Rotas da degradagéo de alcanos por oxidagao terminal, subterminal e biterminal. 1) A
oxidagdo terminal conduz a formagdo de &cidos graxos pela rota de B-oxidagédo; 2)
Alternativamente, uma alcano hidroxilase pode atuar por processo de w-oxidagao,
transformando intermediarios a acidos dicarboxilicos e 3) Por fim, a oxidagao subterminal gera
um alcool secundario, sendo este oxidado a cetonas, Estas, por sua vez, com auxilio de
esterases, acabam sendo metabolizadas por $-oxidagao (modificado de Berthe-Corti & Fetzner,

2002; van Beilen et al., 2003).

Muitos micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos
crescem em uma ampla variedade de alcanos, uma vez que apresentam, da
mesma forma, multiplas alcano hidroxilases. A maioria dessas enzimas parece

estar associada ao complexo de enzimas do citocromo P450 (van Beilen &
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Funhoff, 2007). A primeira alcano hidroxilase ligada a membrana foi descoberta
em Pseudomonas putida. Estudos bioquimicos revelaram que essas alcano
hidroxilases consistem em uma membrana integral, uma ou duas rubredoxinas
e uma rubredoxina redutase. Durante a degradacdo de alcanos por micro-
organismos, a rubredoxina, por sua vez, transfere elétrons do NADH, via
cofator FAD a rubredoxina, a qual transfere elétrons a alcano hidroxilase (van

Beilen et al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura do sistema alcano hidroxilase (Modificado de van Beilen et al., 2003)

Por sua vez, as dioxigenases sdo enzimas presentes em micro-
organismos, responsaveis pela biodegradag¢ao de hidrocarbonetos aromaticos,
0s quais sao transformados pela insercdo de dois atomos de oxigénio a

molécula (Figura 5).
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Figura 5: Rota metabdlica de degradacdo de compostos aromaticos por dioxigenases

(modificado de Dagley, 1986)

Essas enzimas podem ser divididas em dois grandes grupos: as

periféricas e as de fissdo. As primeiras participam inicialmente dos processos

de insercao dos atomos de oxigénio a molécula, de hidroxilacdo do anel de

ressonancia e de rearomatizagdo geral desses compostos, sendo estes

oxidados a um nUmero bastante limitado de intermedidrios centrais, como

catecéis, galatos, protocatecois e gentisatos (Harayama & Timmis,

(Figura 5).

1989)
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Estes, por sua vez, sdo reconhecidos e convertidos em moléculas
degradaveis pelo segundo grupo de enzimas, as de fissdo. (Mishra et al.,
2001). As enzimas de fissdo sao responsaveis pela abertura do anel aromatico
que pode ocorrer de duas formas: 1) clivagem na posicado meta entre radicais
hidroxil e um atomo de carbono adjacente (extradiol dioxigenases); 2) clivagem
na posi¢ao orto entre dois radicais hidroxil (intradiol dioxigenases) (Nozaki et
al., 1970). Logo, as enzimas 1,2-Catecol Dioxigenases (C1,20), 3,4-
Protocatecol Dioxigenases (P3,40) fazem parte do grupo das intradiol e as 2,3-
Catecol Dioxigenases (C2,30) representam as enzimas extradiol (Figura 6).
Uma vez clivados, os compostos aromaticos sao transformados em
intermediérios das rotas comuns do metabolismo microbiano, via ciclo do acido

citrico (Bamforth & Singleton, 2005).
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Figura 6: Degradacédo de hidrocarbonetos aromaticos por micro-organismos: (A) Hidroxilagao
de Dioxigenases (enzimas periféricas); Clivagem de intermediarios centrais por diferentes
dioxigenases (enzimas de fissdo): (B) clivagem na porgao meta por extradiois; (C) clivagem na
posicao orto por intradibis (Bertini et al., 1995).

Dada a degradagcdo do biodiesel, enzimas extracelulares como

lipases e esterases tém o potencial de hidrolisar ligacdes de éster, atuando em

uma variedade de xenobidticos de origem lipidica (Boczar et al., 2001),
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resultando, assim, em alcoois e acidos graxos como produto da oxidacao. O
mecanismo de hidrélise a partir de uma lipase ou esterase é composto por
quatro etapas principais. Primeiro, o substrato se liga a uma serina ativa da
enzima; em segundo lugar, um é&lcool é liberado e um complexo acetil-enzima é
formado. Em seguida, ha um ataque de uma forma nucleofilica (agua em
hidrélise, alcool ou éster), transformando-se em um intermediério tetraédrico.
Por ultimo, este intermediario é convertido em produto (um acido ou um éster),
e a enzima se desprende do substrato, tornando-se livre novamente

(Bornscheuer, 2002) (Figura 7).
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Figura 7: Hidrélise de um éster catalisado por lipases ou esterases (Santos, 2009).

Esterases e lipases pertencem a uma ampla familia de enzimas
denominadas de carboxilesterases. Entretanto, a diferenciacdo entre elas nao é
simples. Enquanto que as lipases atuam preferencialmente na degradacao de
acidos graxos de cadeia longa, as esterases hidrolisam ésteres simples e
triglicerideos com cadeias relativamente mais curtas de, no maximo, Cg Além
disso, se por um lado, as esterases obedecem a cinética classica de Michaelis-

Menten e atuam em substratos somente solUveis em agua; as lipases, ao
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contrario, estao ativas em solucdes hidrofébicas saturadas e apresentam sua
atividade drasticamente aumentada no momento em que comegam a entrar em
contato com uma concentracdo minima desses substratos, sendo estes
organizados em micelas ou em gotas de emulsao (Figura 8). Esse abrupto
aumento na atividade enzimatica € decorrente do fenbmeno da ativacéao
interfacial, ocorrendo apenas em lipases. Para que isso ocorra, a estrutura
conformacional dessas enzimas que esta relacionada a esse fenbmeno é
denominada de motivo lid. Esse dominio hidrofébico recobre o sitio catalitico da
enzima em concentragdes abaixo do limiar de agdo. No instante em que a
concentracao do substrato (triglicerideos) aumenta, a estrutura lid muda de
conformacdao e disponibiliza o sitio ativo da enzima para entrar em contato com
o substrato, atuando na hidrélise deste (Jaeger et al., 1994; Tesch et al., 1996;

Bornscheuer, 2002, Reis et al., 2009).
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Figura 8: Hidrélise de triacetina por lipases e esterases pancreaticas de acordo com a fungao

da concentracdo do substrato (Modificado de Hasan et al., 2006).
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Sob condicbes aerdbicas, o potencial de oxidacdo de compostos
organicos pode ser determinado pela capacidade de uma dada comunidade
microbiana em produzir um grupo de enzimas designadas de desidrogenases.
Essas enzimas apresentam alta afinidade por carreadores de elétrons como a
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), permanecendo ligadas a ela (Alef,
1996). Além disso, a atividade de desidrogenases representa um fluxo
intracelular de elétrons ao aceptor final como o O. Isso reflete a atividade de
muitas essas enzimas estarem envolvidas no catabolismo de xenobidticos de
origem organica, sendo estes utilizados como fonte de carbono e energia pelas
células, devido a transferéncia de protons e elétrons até as lancadeiras de
elétrons, como a ubiquinona e o citocromo b, por exemplo (Nannipieri et al.,
1990). Lenhard (1956) introduziu, pela primeira vez, a técnica que envolve a
incubacéao do solo com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) que é reduzido a
trifenilformazan (TPF), sofrendo mudanca de coloracao de incolor a r6seo em
solugdo como parametro para determinar a atividade metabdlica de micro-
organismos presentes no solo e em outros ambientes (Stevenson, 1956;
Casida, 1964). Embora nem todos os micro-organismos utilizem o TTC como
um carreador artificial de elétrons no seu metabolismo, ele tem se mostrado
uma ferramenta bastante sensivel, visto que possui alta capacidade por
competir com outros transportadores de elétrons da cadeia respiratéria, como o
NAD" e o NADP*, demonstrando resultados bastante fidedignos para atividade
enzimatica (Siedler, 1991). Dessa forma, como um grande grupo de
desidrogenases tem alta afinidade pelo TTC, esse carreador artificial atua

como um marcador metabdlico adaptado com o intuito de avaliar tanto a
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atividade dessas enzimas cuja presenca e intensidade contribuem para
determinagao da qualidade dos solos, assim como parametro para caracterizar
a presenca e a quantidade de micro-organismos com potencial degradador de
fontes de contaminagdao por misturas de diesel/biodiesel nesses mesmos

ambientes.

2.4 Producao de Biossurfactantes

InUmeros micro-organismos sdo potencialmente degradadores de
compostos organicos hidrofobicos, como os hidrocarbonetos e os ésteres. No
entanto, a baixa biodisponibilidade desses contaminantes, sobretudo em solos,
resulta em um fator limitante que interfere no processo de biorremediacdo. Por
outro lado, o contato direto entre a célula e o contaminante hidrofdbico tem sido
relatado em inumeros estudos, e a hidrofobicidade da superficie celular foi
reconhecida como um fator responsavel por facilitar a adesédo das interfaces
agua — composto organico apolar (van Loosdrecht et al., 1987; Watkinson &
Morgan, 1990), havendo uma forte correlagéo entre a hidrofobicidade celular e
a biorremediagédo de hidrocarbonetos (Obuekwe et al., 2009). Dessa forma, a
maioria dos micro-organismos degradadores apresenta compostos ativos de
superficie, conhecidos como biossurfactantes, facilitando, de certa forma, a
solubilidade relativa do contaminante em meio aquoso e o seu subsequente
transporte para dentro da célula microbiana, a fim de este ser catabolizado

(Pijanowska et al., 2007).
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Os biossurfactantes sdo moléculas organicas de carater anfipatico
(uma porcao polar e outra apolar), cujas moléculas podem ser estruturalmente
diversas (glicolipidios, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos
graxos). Em termos de localizagdo celular, esses compostos podem ser
encontrados intracelularmente, permanecendo ligados a superficie celular ou,
ainda, serem conduzidos para o meio extracelular (Ruggeri et al, 2009). Além
disso, eles podem ser divididos em duas grandes categorias em funcéo da
massa molecular: 1) os surfactantes de baixa massa molecular, que
apresentam a propriedade de diminuir a tens&do superficial/interfacial quando
presentes em meio aquoso, por apresentarem uma estrutura anfipatica que os
posiciona na interface agua/dleo (Desai & Banat, 1997; Maier, 2003) e 2) os de
alta massa molecular, denominados de bioemulsificantes, que sé&o
responsaveis pela formacao de goticulas e pela estabilidade da emulsao (fase
aquosa/fase oleosa), aumentando, assim, a solubilidade do contaminante com
a fase aquosa. Assim, esses fendmenos possivelmente contribuem para o
aumento da biodegradabilidade das misturas de diesel/biodiesel.

De acordo com a Figura 9, a produgao de biossurfactantes liberados
na fase aquosa tende a saturar todas as interfaces (situagdo C), de modo que,
a partir de uma concentracdo denominada Concentracdo Micelar Critica
(CMC), é observada a completa saturacdo do meio e a formacao de micelas
(situacao D).

Embora a tensao superficial seja estabilizada apds atingir a CMC, é

observado um aumento significativo na solubilidade aparente dos compostos
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organicos hidrofébicos, a medida que é aumentada a concentracdo do

biossurfactante em solugdo apés esse mesmo periodo.
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Figura 9: Comportamento da concentragdo de um biossurfactante em solugdo aquosa versus

tensao superficial (Santos et al., 2007).

A biodisponibilidade de contaminantes organicos hidrofébicos, na
presenca de biossurfactantes, pode ser aumentada em solos, devido a trés
principais mecanismos: 1) Emulsificacdo da fase liquida ndo aquosa,
aumentando a area de contato entre o contaminante e a célula; 2) Aumento da
solubilidade aparente do contaminante, onde os hidrocarbonetos sé&o
dissolvidos principalmente no nucleo das micelas e 3) Transporte facilitado do
contaminante, devido a diminuicdo da tensao superficial entre 0 meio aquoso e
as particulas do solo. Na Figura 10, € mostrada a interagdo entre micro-
organismos, solo, contaminante organico e biossurfantantes (Deitsch & Smith,

1995; Yeom et al., 1996; Volkering et al., 1998).
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Figura 10: Esquema global das interacées entre micro-organismos, solo, contaminante e
biossurfactantes. | — sorcdo do contaminante; Il — sorgdo das moléculas de biossurfactantes no
solo; Il — solubilizagdo do contaminante; IV — transporte do contaminante da fase aquosa aos
micro-organismos; V — transicdo do contaminante entre a fase aquosa e a micela; VI — sorgao
das micelas por micro-organismos; VII — transporte direto do contaminante da fase sélida por

micro-organismos; VIII — sor¢gdo de micro-organismos no solo (Volkering et al., 1998).

2.5 Biorremediacao de solos contaminados por combustiveis

Uma consequéncia da industrializacdo é a possibilidade de geracao
e de liberacdo de residuos de produtos toxicos, mutagénicos, carcinogénicos
e/ou teratogénicos no ecossistema. Embora muitos desses residuos sejam
liberados na atmosfera e na hidrosfera, uma boa parte do descarte em solos,

seja intencional seja acidentalmente, contribui para a contaminacao direta da



23

superficie desse compartimento e dos aquiferos subterraneos (White &
Claxton, 2004; Silva-Junior & Vargas, 2007). Diante disso, existe uma
preocupacado cada vez mais crescente da sociedade em relagdo ao aumento
de areas contaminadas por xenobidticos, exigindo das autoridades mais
solugcbes para os problemas ambientais atualmente enfrentados. Tal fato se
confirma com a preocupagdo em controlar e monitorar areas contaminadas,
como vem sendo realizado no estado de Sao Paulo pela CETESB. Além disso,
€ observado um aumento na fiscalizag&o, a fim de coibir acidentes ambientais,
uma vez que 0s responsaveis vém sendo punidos com mais rigor em relagao a
anos anteriores. Os 6rgaos ambientais responsaveis vém sendo munidos de
uma nova legislagdo ambiental mais sélida e especifica, como a Resolugéao n°
420 do CONAMA e a Lei 13577 de 2009 do estado de Sao Paulo, que ditam
sobre as diretrizes e procedimentos para a protecdo do solo e gerenciamento
de areas contaminadas, tendo como referéncia a Lista Holandesa e a da
CETESB. Além disso, no estado do Rio Grande do Sul, foi sancionada a
Portaria n° 016 de abril de 2010 pelo 6rgdao ambiental responsavel, FEPAM,
que dispde sobre o controle da disposi¢do final de residuos Classe | com
caracteristicas de inflamabilidade do solo em sistemas de destinagéo final de
residuos denominados “aterros de residuos classe |I” e “central de recebimento
e destinacdo de residuos classe I”. A criacdo dessa Portaria representa um
marco em relacao a legislagdo ambiental do estado do Rio Grande do Sul, uma
vez que apenas permite o recebimento de solos nesses locais, caso

apresentem niveis aceitaveis de contaminacao, estimulando a prestacao de
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servicos no campo da remediacdo pela iniciativa privada, com o objetivo de
recuperar areas impactadas por contaminantes.

Dessa forma, varias estratégias de remediacdo vém sendo
implantadas e desenvolvidas no Brasil e principalmente nos paises
desenvolvidos, a fim de tentar descontaminar inimeros sitios impactados,
sobretudo, por derivados do petroleo. Sendo assim, técnicas fisicas, quimicas e
biolégicas podem ser utilizadas em conjunto, com a finalidade de tentar reduzir
a contaminacdo de compostos organicos em niveis de seguranca aceitaveis,
de acordo com a legislacdo vigente de cada pais (Reddy et al., 1999). No
entanto, embora muitas técnicas estejam disponiveis para o tratamento de
areas contaminadas, a selecdo delas depende do contaminante, das
caracteristicas de cada local, das exigéncias regulatérias, dos custos de
operacao e das restricoes de tempo (Riser-Roberts, 1998; Reddy et al., 1999).
Por esse motivo, a escolha de técnicas de remediacao eficientes € demasiado
dificil, no entanto primordial para o sucesso da descontaminagdo de uma
determinada area impactada (Khan et al., 2004).

Processos de remediacéo tém sido classificados em trés categorias:
(1) in situ, (2) ad situ e (3) ex situ. Na primeira, a descontaminacao € realizada
no proprio local impactado, barateando os custos. Na segunda, os residuos de
solo sado levados a um local ao lado da area impactada e finalmente, na terceira
categoria, ocorre o transporte do residuo até um local adequado para
remediacao, distante da fonte poluidora (Zhang et al., 2000). Geralmente, os

casos 2 e 3 estao relacionados com altas concentracdes de contaminantes
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recalcitrantes, necessitando de estratégias mais eficientes de recuperacao
desses residuos (Mohan et al., 2006).

De acordo com a CETESB (2011), inumeros processos fisicos,
quimicos e bioldgicos tém sido utilizados para descontaminacao de 1275 areas
impactadas no estado de Sdo Paulo, como solos e 4guas subterraneas, sendo

a biorremediacdo ainda uma ferramenta pouco utilizada no Brasil (Figura 11).

Constatagoes de técnicas de remediagio implantadas - novembro de 2009

1000

100+

10

Figura 11: Relagcdo de Técnicas de Remediacdo Implantadas no Estado de Sao Paulo

(CETESB, 2011).

Por definicdo, a biorremediagio ¢é uma alternativa de
descontaminacdo de dareas impactadas que oferece a possibilidade de

degradar contaminantes toxicos, utilizando principalmente micro-organismos,
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como bactérias e fungos, com capacidade metabdlica e fisiol6gica, a fim de
obterem fonte de carbono e energia a partir de compostos organicos nocivos a
saude humana e aos ecossistemas (Atlas, 1981). Esse fendbmeno ocorre, dado
que micro-organismos degradadores sao ubiquos na maioria dos ecossistemas
onde contaminantes podem servir de fonte de carbono organico. Na maioria
dos ambientes, a selecdo e o enriquecimento das comunidades microbianas
degradadoras autdctones acontecem assim que uma contaminagdo ocorre
(Margesin & Schiner, 2001).

No campo da biorremediacédo, existem inUmeras estratégias para
biodegradar o contaminante na presenca de micro-organismos, dando
destaque para algumas:

1) Biosparging: € uma técnica de biorremediacdo in situ na qual
ocorre a injecdo de ar na zona nao saturada, a fim de fornecer oxigénio aos
micro-organismos aerobios para degradar os compostos organicos que estao
dispostos na zona saturada das aguas subterrédneas (Norris et al., 1994).

2) Bioventing: muito semelhante ao Biosparging, é uma técnica que
também é utilizado o oxigénio para ativar a microbiota aerdbia presente em
regides subterraneas para degradar compostos organicos adsorvidos no solo e
em zonas ndo saturadas, com a diferenca de que o fluxo de ar é fornecido em
baixas taxas para impedir a volatilizagcdo de certos contaminantes (Kirtland &
Aelion, 2000).

3) Biorreatores: € uma estratégia ex situ em que exige a remogao e
transporte do solo contaminado para um local adequado. Além disso, como se

constitui de um sistema fechado, apresenta maior controle das condi¢des
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bi6ticas e abioticas, podendo ser incrementado com adicdo de nutrientes, de
indculos microbianos potencialmente degradadores, de oxigénio e de umidade
adequados. Geralmente, € misturado ao solo lodo ativado para acelerar as
taxas de degradagcdo, uma vez que é uma técnica bastante utilizada para
descontaminar solos com altas concentragcbes de compostos organicos
recalcitrantes (Khan et al., 2004).

4) Landfarming: € uma técnica de biorremediagdo que necessita de
grandes extensdes de solo, organizados em células e € bastante utilizada para
reduz a concentracdo de residuos petroquimicos recalcitrantes das mais
diversas fontes no solo por meio da acdo de micro-organismos previamente
selecionados, capazes de degradar xenobio6ticos de interesse. O sistema de
operacao reside em trés etapas principais: 1) aplicacao e mistura do residuo no
solo; 2) adigao de corretivos e nutrientes no sistema e 3) revolvimento periddico
para possibilitar aeragcdo e homogeneidade da mistura, facilitando o contato
entre a célula e o contaminante (Jacques, 2005). Além disso, é considerada
uma técnica relativamente barata, mesmo tendo que apresentar um sistema de
pré-tratamento de compostos volateis, com o intuito de diminuir a poluicao
atmosférica (van Hamme, 2003; Khan et al., 2004).

5) Atenuacgéo Natural ou Biorremediagéo Intrinseca: € uma estratégia
de biorremediacéao in situ de baixo custo para solos e aguas subterraneas, na
qual é utilizada a microbiota do préprio local para realizar a biorremediacéo.
Essa estratégia pode-se resumir em trés eventos basicos: 1) ocorréncia de
biotransformacao dos contaminantes por populagcées microbianas indigenas; 2)

sorcdo do contaminante com a matriz ou fases minerais que tornam o
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composto menos biodisponivel e, por conseguinte, menos tdxico aos
ecossistemas e 3) perda da toxicidade por diluicdo ou volatilizacao
(Frankenberger & Karlson, 1991). Dessa forma, todos os fatores bioticos e
abidticos do sistema sdo responsaveis pelo sucesso da biodegradacéo,
podendo reduzir, assim, a mobilidade, a massa e 0s riscos do contaminante no
sitio impactado (Hinchee et al., 1995).

Bioestimulagdo: essa estratégia é semelhante a Atenuagao Natural.
A diferenca € que sao adicionados ao sistema alguns principais
macronutrientes, como N e P, a fim de estabelecer relagées C:N:P adequadas
para o aumento das populacdes microbianas e, consequentemente, aumento
significativo das taxas de degradacao do contaminante organico (Evans et al.,
2004; Trindade et al., 2005).

Bioaumentacao: é uma estratégia que ajuda a melhorar a capacidade
de uma matriz contaminada, a fim de remover contaminantes por meio da
adicdo de uma linhagem isolada ou de consércios de micro-organismos
potencialmente degradadores. O in6culo a ser utilizado pode ser selecionado
do préprio local contaminado (autéctone) ou de outros ambientes impactados
(exdgeno). Muitos autores defendem a utilizagdo de consércios em detrimento
de inéculos de apenas um isolado, dado que muitos micro-organismos tém o
potencial de biotransformar um composto téxico em intermediarios da rota de
degradacao tanto que varios representantes da microbiota potencialmente
degradadora participam de interacdes de sucessao ecoldgica a medida que o
contaminante é biotransformado ao longo do tempo (Fantroussi & Agathos,

2005).
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No entanto, existem muitas incertezas na literatura acerca de qual
seria a melhor estratégia entre a atenuacdo natural, a bioestimulacédo, a
bioaumentacdo ou as possiveis combinacbes entre elas. Alguns autores
acreditam que a premissa basica do sucesso da bioaumentagdo, além do
proprio ino6culo adicionado ao sistema, seria a capacidade metabodlica da
populacdo indigena em sofrer uma assimilagdo da diversidade genética
exdgena por mecanismos horizontais de transferéncia, conduzindo uma
ampliacdo na competéncia biodegradadora (Gentry et al., 2004). Além disso,
outros autores reforgcam que a adicdo de um indculo pode reduzir o impacto
negativo que um contaminante tem sobre as populagcdées microbianas indigenas
(Gentry et al., 2001; Boon et al., 2003). Todavia, embora muitos autores
defendam a bioaumentacdo com uma estratégia eficaz, existe outra parcela de
pesquisadores que se questiona quanto a real viabilidade da técnica (Moller et
al., 1995; McKew et al., 2007; Ueno et al., 2007; Hosokawa et al., 2009). O que
faz gerar muitas duvidas sobre o tema € porque existem ainda hoje poucos
documentos que relatam as reais aplicagdes da bioaumentacdo a campo,
mesmo que haja uma vasta literatura em escala laboratorial (Dybas et al.,
2002). Diante disso, sao inumeras as sugestdes para o0 insucesso da
bioaumentagdo, uma vez que estudos demonstram que, apdés um tempo de
incubacdo em solos, o in6culo é reduzido em tamanho populacional, nao
apresentando diferencas entre as outras estratégias, como a atenuagao natural
e a bioestimulacdo. Uma das hipéteses € que se acredita que a predacao por
protozodrios seja a principal causa na falha da atividade do in6culo. Ainda, os

inbculos de origem exogena apresentariam dificuldades de adaptacdo a



30

ambientes complexos como um solo, onde se devem considerar todos os
fatores bidticos e abidticos (Hosokawa et al., 2009). Ponderando os fatores
bi6ticos, muitas vezes micro-organismos exogenos sofrem competicdo por
serem menos adaptados do que a microbiota indigena presente (Hosokawa et
al., 2009).

Diante disso, inumeros fatores bioticos tendem a afetar a
biorremediacdo, dentre eles: mutacbes e transferéncias de genes por
conjugacao, transdugao e transformacao; indugdo enzimatica; enriquecimento
da populacdo microbiana potencialmente degradadora; produgcdo de
metabdlitos e/ou intermedidrios da degradagdo com potencial toxico;
disponibilidade de elétrons com o oxigénio para micro-organismos aerébios e
nitrato, sulfato, diéxido de carbono, ferro e manganés para micro-organismos
anaerobios; potencial de reducao/oxidagcao; perfil da populacdo do local
contaminado, além das interacbes microbianas, tais como competicéo,

predacéo e sucessao ecolégica (Boopathy, 2000).

2.6 Fatores abidticos que influenciam a degradacao microbiana

de compostos organicos no solo

A taxa de biodegradacdo de contaminantes de origem organica,
como hidrocarbonetos e ésteres, depende das iniUmeras caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante, assim como varias propriedades fisicas, quimicas e

biolégicas do solo, dentre elas:
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Composicao quimica e concentracao do contaminante — a sequéncia
geral dos hidrocarbonetos em ordem decrescente de biodegradabilidade é n-
alcanos > alcanos ramificados > n-alquil-aromaticos de baixa massa molecular
> monoaromaticos > cicloalcanos > aromaticos policiclicos > asfaltenos (van
Hamme et al, 2003). Além da natureza quimica e do tempo de permanéncia do
contaminante no solo, a relativa baixa solubilidade em &gua e sua
concentracado exercem influéncia importante no processo de biorremediagéo.
Além disso, altas concentracdes de combustiveis no solo podem causar
inibicdo da biodegradacao, devido a limitagdo de nutrientes como o Nitrogénio,
o Fésforo e o Oxigénio e/ou aos efeitos toxicos exercidos a célula microbiana
pelos hidrocarbonetos volaveis principalmente (Atlas, 1981; Leavy & Colwell,
1990; van Hamme et al, 2003).

Umidade do Solo — a agua é necessdaria para o crescimento
microbiano, para a difusdo dos nutrientes e para a eliminagdao de excretas. No
entanto, em demasia, pode conduzir a um aumento da permeabilidade do solo.
Normalmente, os teores de agua no solo ideais para atividade microbiana sdo
de 25 a 85% da capacidade de campo (Paul & Clark, 1989).

Temperatura — é um fator que influencia a biodegradacao por seus
efeitos na natureza fisica e composicéo quimica do combustivel, além de estar
diretamente relacionada com a taxa metabdlica e a composicao microbiana
(Atlas, 1981). Como a atividade enzimatica e o metabolismo microbiano sao
diretamente proporcionais ao aumento da temperatura, a taxa desses dois
fatores dobra a cada aumento de 10 °C até atingir temperaturas inibitérias de

aproximadamente 40 °C, uma vez que tendem a desnaturar a maioria das
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estruturas proteicas da grande parcela dos micro-organismos considerados
mesofilicos (Atlas, 1988; Leavy & Colwell, 1990). Por outro lado, com a
diminuicdo da temperatura, a viscosidade dos Oleos aumenta e sua
solubilidade em agua diminui ainda mais e a volatilizagao de alcanos tdxicos de
baixa massa molecular é reduzida, retardando, assim, o inicio da
biodegradacéao (Atlas, 1981).

pH — em contraste com o0s ecossistemas aquaticos, o pH do solo
pode ser altamente variavel, podendo apresentar valores de 2,5 a 11,0 (Bossert
& Bartha, 1984). No entanto, a maioria dos fungos e bactérias de natureza
heterotréfica possui preferéncia a valores de pH proximos a neutralidade,
sendo os fungos mais tolerantes a pH mais baixos. Dessa forma, solos com pH
extremos podem atuar como ambientes hostis para muitos micro-organismos,
pois esse fator regula também a biodisponibilidade de nutrientes (Atlas, 1988).

Oxigénio — muitos micro-organismos aerdbios atuam no catabolismo
dos hidrocarbonetos na presenga de oxigenases, enzimas em que um ou dois
atomos de oxigénio sao exigidos. Ainda, o oxigénio é visto como um importante
aceptor final de elétrons em sistemas aerdbicos, comportando-se como um
agente oxidante em reagdes de oxirredugado (Atlas, 1981; Leavy & Colwell,
1990). No solo, a disponibilidade de oxigénio é dependente das taxas de
consumo da propria microbiana, do tipo de solo e da quantidade de saturacao
hidrica (Bossert & Bartha, 1984).

Nutrientes no solo — considerando a degradacdo microbiana de
compostos organicos, € indispensavel a presenca tanto de macro quanto de

micronutrientes. Embora todos os nutrientes sejam importantes para o sucesso
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do desenvolvimento dos micro-organismos degradadores, a presenga, em
quantidades especificas, de N e P merece destaque, pois sdo essenciais
principalmente para a sintese de proteinas e nucleotideos, respectivamente.
Dessa forma, assim como a escassez de nutrientes pode comprometer a
biodegradagcdo do contaminante, o excesso pode levar a célula a toxicidade
(Atlas, 1981). As relagdes C: N: P sdo bastante utilizadas para otimizar a taxa
de degradacdo de contaminantes ricos em carbono, pois expressam a razao
desses elementos quimicos encontrados na constituicdo celular de micro-
organismos (Morgan & Watkinson, 1989; Margesin & Schinner, 2001). No
entanto, essas relagdes variam muito na literatura. Apenas para a relagao C: N,
€ possivel encontrar valores recomendados que compreendem de 100:1 a
2,9:1 (Morgan & Watkinson, 1989; Atlas & Bartha, 1992; Komilis et al., 2010).
Alguns autores relatam que a variabilidade nas taxas de C: N: P 6timo também
pode ser atribuida aos niveis variaveis de contaminacao inicial em termos de
diferentes concentragbes do contaminante no solo (Walworth et al., 1997;
Walecka-Hutchison & Walworth, 2006; Aspray et al., 2008) e a baixa
solubilidade do contaminante (Atlas, 1981).

Caracteristicas intrinsecas do solo — a taxa de biodegradacao do
diesel e do biodiesel pode ser influenciada por diversos fatores intrinsecos do
solo, como a natureza e a distribuicdo das particulas, a formacao de
agregados, o percentual de argila e a quantidade de matéria organica, pH,
potencial redox, aporte nutricional e atividade micorbiana presentes (Haigh,
1996; Amellal et al., 2001). Primeiramente, niveis relativamente altos de

matéria organica do solo contribuem para a manutencdo da comunidade
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microbiana em tamanho e diversidade. Esse constituinte do solo pode atuar
como reservatério de micro-organismos potencialmente degradadores de
compostos organicos, contribuindo para o sucesso da biodegradagéao (Franco
et al., 2004; Cookson et al., 2005; Scherr et al., 2007). Por outro lado, tanto o
conteudo da argila quanto o da matéria organica contribuem na reducao da
biodisponibilidade de compostos organicos hidrofdbicos a célula. Tal fato se da
pelas interagdes intermoleculares entre as particulas do solo, estando
relacionadas a dois fatores principais: 1) sorcdo do contaminante as particulas
do solo e 2) penetragdo do contaminante em nanoporos (Alexander, 2000;
Trindade et al., 2005). Assim, o fenbmeno da sor¢cdo depende
fundamentalmente dos processos quimicos especificos do contaminante, como
solubilidade em agua e polaridade das moléculas, assim como pH do solo,
conteldo de matéria organica, argila e capacidade de troca catibnica (von
Oepen et al., 1991; Kuhnt, 1993).

Levando em conta todas essas consideragdes, muitos trabalhos de
biorremediacdo de derivados do petroleo, como o de diesel em solos, vém
sendo desenvolvidos ao longo dos ultimos anos (Bento et al., 2003; Bento et
al., 2004; Mariano et al., 2007; Ostberg et al., 2007; Di Toro et al., 2008; Lin et
al., 2008; Liu et al., 2009; Komilis, et al., 2010). Desde 2006, com a inser¢ao do
biodiesel na matriz energética brasileira, vem sendo observado um aumento
constante da fragdo biodiesel na mistura diesel/biodiesel. Ainda que existam
muitos trabalhos com essas misturas em meio liquido, avaliando a
biodegradacado em sistemas aquaticos (Pasqualino, et al., 2006; De Mello et al.,

2007; Prince et al., 2008; Owsianiak et al., 2009), ainda é encontrada uma
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menor proporgdo de trabalhos sobre biorremediagcao de diesel/biodiesel para
ecossistemas terrestres (Mariano et al., 2008a, 2008b; Junior et al., 2009).
Diante desse fato, ao simular derramamentos superficiais em escala
laboratorial e, sobretudo, a campo, tem-se como finalidade avaliar a

biodegradabilidade das misturas de diesel/biodiesel em solos.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi subdividido em duas etapas: na primeira foi realizado o
processo de isolamento e de selecdo dos isolados bacterianos potencialmente
degradadores das misturas de diesel/biodiesel, a fim de eleger um consorcio
bacteriano para inocular nos tratamentos de bioaumentacdo em solos; na
segunda etapa do trabalho, foram realizados o0s experimentos de
biorremediacdo (atenuacdo natural e bioaumentacdo) em dois solos (um

arenoso e outro argiloso).

3.1 Isolamento e selecao de Micro-organismos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biorremediacado do
Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia/UFRGS, no Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude e no Laboratorio de
Cromatografia Gasosa do Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de

Quimica/UFRGS.

3.1.1 Combustivel
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Foram utilizadas amostras de diesel metropolitano e biodiesel de
soja, fornecidas pelas empresas Ipiranga Distribuidora de Petréleo e BSBios,
respectivamente. A esterilizacdo dos combustiveis (diesel e biodiesel) foi
realizada por filtracdo a vacuo por meio de membrana com poros de 0,22 um,
utilizando-se um frasco kitassato esterilizado. Apds esse procedimento, 0s
combustiveis foram armazenados em frascos estéreis e hermeticamente
fechados. Para evitar a foto-oxidagao, os frascos foram protegidos da luz com
papel-aluminio e armazenados a temperatura ambiente. Foram preparadas
diferentes concentragbes de diesel/biodiesel: 100% diesel (B0); 80% diesel e

20% biodiesel (B20) e 100% biodiesel (B100).

3.1.2 Coleta das amostras contaminadas

As amostras foram coletadas de dois locais com um histérico de
contaminagao: a primeira coleta foi realizada em uma das 12 células de 30 m x
100 m de landfarming do Sistema Integrado de Tratamento de Efluentes
(SITEL) com recebimento de residuo petroquimico ha 20 anos da Companhia
Petroquimica do Sul (COPESUL), situada no municipio de Triunfo, Rio Grande
do Sul, cujas amostras compostas foram coletadas de 5 pontos equidistantes
(30 m x 100 m) a uma camada superficial de 0 - 15 cm de profundidade. Para
cada ponto, foram coletadas, aproximadamente, 50 g de solo. Apds, foi
realizada a mistura, perfazendo 250 g. Posteriormente, as amostras compostas
foram trazidas ao Laboratério de Biorremediacdo do Departamento de Solos do

Departamento de Agronomia da UFRGS e mantidas sob refrigeracéo a 4° C; a
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segunda coleta foi realizada a partir de um sedimento formado durante a
centrifugacdo de biodiesel de uma empresa de transporte coletivo, Rio de
Janeiro, Brasil. O material foi trazido ao laboratério e mantido sob refrigeracao

de 4°C.

3.1.3 Enriquecimento, isolamento e selecado de micro-

organismos

Para o solo da célula de landfarming, foram realizados dois
procedimentos para selecionar micro-organismos com potencial biodegradador
de combustiveis (diesel/biodiesel): na Presenca do Processo de Transferéncia
(PPT) e na Auséncia do Processo de Transferéncia (APT). Para a selecao na
PPT, cada frasco de erlenmeyer 125 mL foi hermeticamente fechado, no qual
foi inoculado 1 g de amostra de solo contaminado + 1% de diesel (BO) ou 1%
de biodiesel (B100) em 50 mL de meio mineral esterilizado (MM1) (Richard &
Voguel, 1999) (Anexo 1), com cinco repeticoes para cada combustivel. O
indculo foi incubado sob agitagdo orbital a 180 r.p.m. a temperatura de 28° C,
realizando-se transferéncias de 1 mL do in6culo para novos frascos nas
mesmas condi¢des anteriores. Essas transferéncias foram realizadas a cada 7
dias, durante 3 semanas, com o0 objetivo de assegurar que o crescimento
microbiano ocorresse as expensas do diesel ou do biodiesel como Unica fonte
de carbono, uma vez que o meio mineral utilizado é constituido por micro e
macronutrientes indispensaveis para o crescimento de micro-organismos. Para

os experimentos na APT, foram inoculados os mesmos substratos, sendo o
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inéculo (1 g de solo contaminado) agitado por 1 h nas mesmas condigcdes.
Esses dois diferentes procedimentos de selecdo, com duas fontes de carbono
distintas (diesel/biodiesel), foram adotados para aumentar a probabilidade em
isolar diferentes perfis de micro-organismos presentes nesse solo contaminado.
Para o sedimento formado durante a centrifugacdo de biodiesel (B100), a
selecdo dos micro-organismos foi realizada, utilizando 1 mL da borra oleosa
diretamente adicionada em 97 mL de agua destilada estéril e 2 mL de
surfactante comercial, o Tween 80 %. Este ultimo é um detergente eficiente
para aumentar a solubilidade do biodiesel (fase oleosa) em agua (fase aquosa),
aumentando, assim, a probabilidade de isolar um maior nimero de micro-
organismos presentes na mistura. Essa suspensao foi mantida sob agitacéo a
200 r.p.m. por 12 horas.

Tanto para a amostra de solo da célula de landfarming quanto para a
amostra de sedimento formado pela centrifugacdo do biodiesel, o isolamento
dos micro-organismos foi realizado por meio de dilui¢des decimais em solugéao
salina 0,85%, sendo inoculadas em placa de Petri as diluicdes de 10 a 107
em Agar Nutriente (Anexo 2), sendo incubado por 48 h a 28° C. Apds essa
etapa, foi realizada a purificagdo dos isolados com auxilio da alga de platina,
selecionando apenas bactérias. Posteriormente, o0s isolados foram
caracterizados pela morfologia celular e coloracdo de Gram (Anexo 3), sendo
armazenadas em 4agar inclinado (Agar Nutriente) a temperatura de 4° C e em

glicerol 20% a — 18°C.

3.1.4 Preparo do pré-inéculo
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Ao preparar o prée-inéculo, os isolados bacterianos foram transferidos
da cultura estoque para um frasco de erlenmeyer, contendo 50 mL de Caldo
Nutriente (Anexo 4), com auxilio de uma alca de platina. Os frascos foram
incubados a 180 r.p.m. a 28° C por 24 h. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 6000 r.p.m. por 10 min. e lavadas com 20 mL de MM1, sendo o
extrato celular homogeneizado com o meio mineral em vortex por 10 segundos.
Esse procedimento foi repetido por trés vezes com o intuito de remover o
excesso de caldo nutriente presente no material celular. Com o escopo de
avaliar o potencial de biodegradador em biodiesel a partir de indicadores-redox,
foi utilizado um in6culo inicial padronizado com absorbancia de 0,07 para cada
isolado em MM1, sendo realizada a leitura em espectrofotémetro, ajustado em

comprimento de onda de 600 nm.

3.1.5 Avaliacao preliminar da capacidade biodegradadora do

biodiesel (B100), utilizando dois indicadores redox

Para avaliar, previamente, a capacidade de biodegradacdo em
biodiesel comercial (B100), foram realizados testes utilizando os indicadores
redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) e 2,6 diclorofenol indofenol
(DCPIP). O principio dessa técnica esta baseado na oxidacao microbiana de
uma dada fonte de carbono, onde elétrons sdo transferidos para aceptores
artificiais, tendo estes a mesma funcédo que o oxigénio, o nitrato ou o sulfato

tém na cadeia transportadora de elétrons. Pela incorporacdo de aceptores
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artificiais como o DCPIP ou o TTC ao MM1, é possivel prever a capacidade de
um micro-organismo em utilizar o substrato, no caso, o B100, pela observacao
da mudanca de cor do meio mineral. Os dois indicadores foram adicionados ao
meio mineral esterilizado. O TTC, quando em contato com um micro-organismo
capaz de utilizar, por exemplo, o biodiesel como unica fonte de carbono e de
energia, reage, sofrendo reducgéo a trifenil-formazan (TPF). Ainda, o TTC € um
importante sinalizador da presenca de desidrogenases, enzimas intracelulares
responsaveis por catalisar reagdes de oxirreducdo de compostos orgéanicos,
uma vez que estas apresentam alta afinidade pelos carreadores de elétrons
(NAD, FAD, TTC) (Bitton & Koopman, 1982). Nas mesmas condi¢des, o DCPIP
muda a coloracdo de roxa (oxidado) para incolor (reduzido) (Hanson et al.,
1993). Essa técnica tem sido utilizada em varios trabalhos realizados nas mais
diversas areas da Microbiologia (Cormack & Fraile, 1997; Roy et al., 2002;
Vieira et al, 2007; Mariano et al., 2008a; Mariano et al., 2008b; Pirollo et al.,
2008; Junior et al., 2009). A mudanca de coloragdo do meio de cultura indica
que os dois indicadores-redox atuam como aceptores artificiais da cadeia
transportadora de elétrons, informando sobre a oxidacdo de diesel/biodiesel
pelos micro-organismos. Para cada indicador, os experimentos foram
realizados em triplicata em frascos de penicilina de 25 mL. Em cada frasco,
foram adicionados 10 mL de meio mineral na presenca do indicador
correspondente (TTC ou DCPIP) (Anexo 5). Antes de autoclavar, o pH do meio
foi medido e ajustado a 7,2. Depois de o meio ser autoclavado, foram
adicionados 100 pL de biodiesel (1%) ao MM1 e o inéculo em 0,07 de

absorbancia. Foram utilizados dois controles negativos: 1) foram adicionados
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10 mL de meio mineral com cada indicador redox, além de 100 uL de biodiesel,
a fim de verificar a mudanca de coloragao do meio, caso houvesse degradacao
abidtica; 2) foram adicionados o0 meio mineral e o in6culo nas mesmas
condicbes acima para avaliar se havia reservas de fontes de carbono nas
céelulas. Os frascos de penicilina foram recobertos por papel-aluminio para
evitar a foto-oxidagéo dos indicadores-redox e do proprio biodiesel. O in6culo
foi incubado em mesa agitadora a 180 r.p.m. a 30° C por até 144 h. Foi

acompanhada a mudancga de coloragao dos indicadores por 24, 48, 72 e 144 h.

3.1.6 Preparacao do inéculo para os ensaios de

biodegradabilidade em meio liquido

Dos 24 morfotipos bacterianos, foram selecionados 10 isolados, a
partir de dois indicadores redox, para a préxima etapa de selecdo. O pré-
inéculo foi preparado e lavado com descrito acima, sendo adicionado 1% de
B0, B20 ou B100 em 180 mL de MM1, como unica fonte de carbono. O inoculo
inicial foi padronizado em aproximadamente 10 UFC.mL", a partir do ajuste da
absorbancia de cada isolado em MM1 em espectrofotdometro com comprimento
de onda de 600 nm. A incubacao foi realizada sob agitagdo (180 r.p.m.) a 28°C
por 14 dias. Para avaliar a capacidade de biodegradacdo, os ensaios
realizados foram monitorados em 3 diferentes periodos na curva de
crescimento (tempos: 1, 7 e 14 dias).

Para a obtencdo do indculo inicial padrdo (10® UFC.mL™),

primeiramente estimou-se o numero de células viaveis a partir de diversas
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densidades épticas por espectrofotémetro, por tentativa e erro, de modo que se
chegasse a um valor de UFC.mL" equivalente para todos os isolados.
Posteriormente, o in6culo sofreu diluicdes seriadas em solucao de NaCl
(0,85%), sendo as diluicdes 102 a 10 inoculadas em placa e incubadas a 28°
C por até 48 h. Foi realizada a contagem do numero de células viaveis em

placas de Petri.

3.1.7.1 Determinacao da concentracao de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais (mg.mL") foi determinada de
acordo com o método de Bradford (1976). Para a preparacao do reagente de
proteina, dissolveu-se 100 mg de Coomassie Blue BG250 (Merck, Alemanha)
em 50 mL de etanol 95%. A essa solugdo adicionou-se 100 mL de &cido
fosforico 85%. Por fim, a solugéo final foi diluida com agua destilada em volume
de 1 L e, posteriormente, filtrada. A absorbancia foi medida a 595 nm em
espectrofotdbmetro. Uma curva padrdo foi construida, tendo como base as
seguintes concentragdes de Albumina Sérica Humana (BSA): 10, 20, 30 e 80

ug mL™ (Figura 12).
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Figura 12: Curva padrdo, utilizando solucdo de BSA, para determinagéo de proteinas totais.

3.1.7.2 Medida da tensao superficial

A medida da tensao superficial do meio aquoso foi avaliada na
auséncia de células microbianas, removidas por meio de centrifugacéao a 6000
r.p.m. por 15 min. A medida da tensao superficial das amostras foi determinada
em um medidor de tensdo superficial digital (Gibertini, Milao, Italia), utilizando-
se 0 método da placa de Wilhelmy. Foram utilizados a agua destilada (72

mN.m™) e o etanol 98% (22,5 mN.m™') como padrées.

3.1.7.3 Medidas de pH

Durante as andlises de crescimento microbiano, foram monitoradas
as medidas de pH do sobrenadante, sendo antes centrifugadas a 6000 r.p.m.
por 15 min, a fim de se verificar a natureza dos metabdlitos (acida ou basica)

oriundos da degradacao dos combustiveis sob avaliacdo. As medidas foram
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realizadas com o auxilio de um eletrodo de pH acoplado a um pHmetro da

marca Digimed DM-22.

3.1.7.4 indice de emulsificacdo (IEzs)

A avaliagédo do indice de emulsificagdo foi realizada na auséncia de
células (centrifugacdo a 6000 r.p.m. por 15 min) e na presenca de células
microbianas. O indice de emulsificagdo foi determinado pela adicao de 2 mL do
meio de cultura, misturados a 2 mL de diesel puro em tubos de ensaio com
fundo chato (100 mm x 15 mm), sendo a mistura agitada em voértex por 2
minutos e os frascos deixados em repouso por 24 horas. Apds esse periodo, 0
indice de emulsificagdo (%) foi obtido pela medida da coluna emulsificada,
dividida pela altura total (4 mL) e multiplicada por 100 (IE24) (Cooper &

Goldenberger, 1987).

3.1.7.5 Avaliacao da hidrofobicidade celular

Ap6s 14 dias de incubagdo nas condigdes descritas anteriormente,
os isolados foram centrifugados a 6000 r.p.m. por 10 min. a 10°C.
Posteriormente o pellet foi lavado duas vezes com 20 mL de solucdo tampéao
KH2PO4 — Na,HPO4 50 mM, pH 7. Por fim, as células foram ressuspendidas em
15 mL de solugéo tampao KNO3 10 mM, pH 6,2. Em seguida, foi adicionado a
frascos de penicilina 4 mL de suspensao bacteriana e 1 mL de cloroférmio

(solvente apolar), sendo a solugcdo homogeneizada em agitador vortex por 2
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min. ApOs esse procedimento, os frascos foram mantidos em repouso por 30
min., a fim de que as fases se separassem completamente. Por fim, foi
realizada a leitura da fase aquosa por espectrofotdometro com comprimento de
onda de 600 nm. Foi estimada a percentagem de hidrofobicidade a partir da
formula abaixo, sendo:

DOa: 5 mL de suspenséo celular em solu¢ado de KNOs.

DOg: 4 mL de suspenséo celular em solucdo de KNO3 + 1 mL de
cloroférmio;

Logo, a porcentagem de adesao bacteriana ao solvente apolar deu-

se do seguinte modo:

% de hidrofobicidade = (DOa — DOg) x 100

DO4

3.1.8.1 Preparo do sobrenadante para avaliacao da atividade

enzimatica

O pellet foi lavado duas vezes com tampao fosfato 50 mM (pH 7,0),
centrifugado a 6000 r.p.m. por 10 min, 10°C. Posteriormente, o in6culo foi
ressuspendido com 10 mL do mesmo tampéao. As células foram submetidas a
um aparelho de ultrassom (Sonics & Materials Inc Vibra cell, USA) por 2 ciclos
de 40 s com um intervalo de 1 minuto, sendo utilizada uma poténcia de 50-60
W. Além disso, foi adicionado gelo para evitar aquecimento e possivelmente

ocasionar inativacdo e/ou desnaturagdo das enzimas. Apos, o pellet foi
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centrifugado novamente sob as mesmas condi¢des descritas acima. O
sobrenadante foi utilizado para realizacao das leituras da atividade enziméatica
em espectrofotdbmetro com comprimentos de onda especificos. As enzimas
foram expressas como unidades da atividade enzimatica por miligrama de
proteinas totais (U. mg”). Para as enzimas monoxigenases, dioxigenases,
lipases e esterases, foi avaliado o tratamento B20. As demais avaliagdes foram
realizadas para B0, B20 e B100. O calculo da atividade das enzimas (esterase,

C1,20, C2,30 e P3,40) foi realizado conforme as equagdes 1 e 2.

Equacéo 1:

Sendo:
€ = coeficiente de extingdo molar;

A = absorbancia no tempo zero;
¢ = concentragéo do substrato (uM);

L = caminho percorrido pela luz (cm).

Equacéo 2:

U.mg'= AA. V;

AT. €. Vo, mg
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Sendo:
€ = coeficiente de extingdo molar;

V; = volume total da reagao;

V; = volume da suspensao enzimatica;

AA = variagéo da absorbancia (A 15 min. — A 0 min.);
AT = variagao do tempo (15 min — 0 min.);

mg = miligramas de proteinas totais.

3.1.8.2 Determinacao da atividade de Alcano Hidroxilase

(monoxigenase)

A mistura da reacao consistiu em 740 uL de tampao TRIS-HCI (27
mM, pH 7,4), 100 uL de NADH 1 mM, 10 puL de iso-octano (1% de iso-octano
em DMSO 80%); 50 yL de CHAPS (3%) e 100 L de extrato. A atividade da
alcano hidroxilase foi medida pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm de
NADH em espectrofotobmetro. A unidade da atividade enzimatica (U) foi
expressa pela quantidade de enzima necessaria para oxidar 1uM de NADH por

minuto, conforme Lee et al. (1996).

3.1.8.3 Determinacao da atividade das enzimas 1,2-Catecol; 2,3-

Catecol e 3,4-Protocatecol (Dioxigenase)
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A atividade da catecol 1,2 dioxigenase foi determinada pelo aumento
da absorbancia a 260 nm pela formacao de cis-muconato. A mistura da reacao
foi composta por 1 mL de catecol 0,1 mM, 0,8 mL de tampéao tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), 0,2 mL de 2-Mercaptoetanol 0,1 mM e 1 mL do extrato celular
conforme descrito por Hegman (1966). A atividade da catecol 2,3 dioxigenase
foi determinada pelo aumento da absorbancia a 375 nm pela formacéo de
hidroximucénico semialdeido. A mistura da reacéo foi composta por 1 mL de
catecol 0,3 mM, 1 mL de tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0) e 1 mL do extrato
celular, conforme Baggi et al. (1987). A atividade da protocatecol 3,4
dioxigenase foi determinada pelo decréscimo da absorbancia a 290 nm, devido
a formacéao de cis-muconato. A mistura de reacdo é composta por 1 mL acido
protocatecéico 0,12 mM, 1 mL de tampao tris-HCI (pH 7,5) e 1 mL do extrato
celular, conforme descrito por Fujisawa & Hayaishi (1968). A unidade da
atividade enzimatica (U) foi expressa pela quantidade de enzima necessaria

para degradar 1uM de catecol ou protocatecol por minuto.

3.1.8.4 Determinacao qualitativa da atividade de esterase

A atividade de esterase foi determinada pelo método em placa
utilizando o meio de cultura descrito por Sierra (1957), contendo (g L™):
peptona 5,0; NaCl 5,0; CaCl, 2H,O 0,01; extrato de levedura 1,0; extrato de
carne 1,0; agar 15,0; pH 7.4. Apo6s a esterilizacdo do meio de cultura, foi
adicionado Tween 80 (previamente esterilizado) numa concentracao final de

1% (v/v). A hidrolise dos ésteres é demonstrada pela adicdo de tween soluvel
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em agua ao meio nutriente. Ao redor das colbnias é formado um halo, devido a
formacao de cristais (sais de calcio dos acidos graxos formados) liberados pela

acao esterasica.

3.1.8.5 Determinacao quantitativa da atividade de esterase

A atividade de esterase foi avaliada utilizando p-nitrofenil-acetato (p-
NPA) como substrato. A mistura da reagéo foi preparada com 0,8 mM de p-
NPA em isopropanol: 0,1 mM tampao fosfato, pH 7,0, (1:10), contendo 2% (v/v)
Triton-X-100. A mistura da reacao consistiu de 2,6 mL de solucao e 0,4 mL de
extrato celular e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 415 nm. A unidade da atividade enzimatica (U) foi expressa pela
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 uM de p-nitrofenol por

minuto, de acordo com Casaburi et al. (2006).

3.1.8.6 Determinacao da atividade de lipase

A preparacdo do extrato enzimatico foi idéntico a do preparo para
avaliar a medida de tens&o superficial. Para a medida da atividade lipolitica foi
utilizada uma emulsao preparada com 75 mL de goma arabica (7%) e 25 mL de
6leo de oliva (Azeite “Gallo”, Victor Guedes, Ind. E Com., S.A., Portugal),
homogeneizados em centrifuga por 5 min. a 500 r.p.m.. A mistura da reacao
consistiu em 5 mL de emulséo, 2 mL de tampao fosfato 10 mM (pH 7) e 1 mL

de extrato enzimatico. A solucdo de reacao foi incubada em mesa agitadora a
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37° C por 30 min a 180 r.p.m.. Apds o periodo, a reagao foi paralisada com a
adicao de 15 mL de solucao alcool-acetona (1:1). Os acidos graxos produzidos
foram titulados com NaOH 0,05 M, utilizando 4 gotas de fenolftaleina (0,5% em
etanol) como indicador. Uma unidade de lipase (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 yM de &cido graxo por minuto, nas
condicOes descritas acima. O calculo da atividade de lipases foi realizado de

acordo com a equagio:

U.mg' = AV.[NaOH]. fc

AT. Vi mg

Sendo:
AV = variagao do volume consumido de NaOH (Volume da amostra —
Volume do branco);
[NaOH] = concentragédo utilizada de base em pM,;
AT = variagdo do tempo em min.;
V; = volume da solug¢ao enzimatica (mL);
fc = fator de corregcdo do NaOH (fc = volume solugéo preparada
(enzima)/volume solucao consumida (NaOH);

mg = miligrama de proteinas.

3. 2 Experimento de Biorremediacao
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3.2.1 Amostras de solos nao contaminados

Foram coletadas amostras superficiais representativas de dois tipos
de solo de uma area sem histérico de contaminacao a uma profundidade de 0O -
20 cm (Horizonte A), classificados pelo Sistema Brasileiro de Classificagdo dos
Solos (EMBRAPA, 2006) como 1) Nitossolo Vermelho distréfico (NVd),
substrato basaltico (argiloso - ARG) e 2) Argissolo Vermelho distréfico (AVd),
substrato arenitico, (arenoso - ARE), coletados em areas junto a Rodovia
Federal BR 386, localizadas geograficamente nos municipios de Fazenda
Vilanova, RS (29° 34’ 43,6” S, 51° 50°'33,8” W) e de Triunfo, localidade de
Coxilha Velha, RS (29°44’ 09” S, 51° 37 44,7 W), respectivamente.

A escolha dos solos foi baseada nas diferencas em relacdo aos
teores de matéria organica, argila e capacidade de troca catiénica (CTC).

Ap6s a coleta, o material foi peneirado em malhas de 2 mm. A
umidade do solo foi padronizada, apresentando capacidade de campo em torno
60%. No decorrer do experimento, foi adicionada agua destilada nos frascos
respiromeétricos para manter os mesmos padrdes de umidade durante todo o
processo de incubagéo.

Os atributos fisico-quimicos dos solos foram determinados pelo
laboratério de Andlises do Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e pelo Laboratério de Solos da
Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria de Porto Alegre, RS, de acordo

com as metodologias descritas por Tedesco et al. (1995) (Tabela 1).
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Tabela 1: Atributos fisico-quimicos dos dois solos avaliados.

Atributo Profundidade (0- 20 cm)
AVd (ARE) NVd (ARG)
Matéria Organica (g Kg™') 1,1 2,5
Argila (%) 9 45
Areia Fina (%) 41 19
Areia Grossa (%) 42 13
Silte (%) 8 23
Carbono Organico (g Kg™) 5 17
Nitrogénio Total (g Kg™) 0,5 1,6
P disponivel (mg dm™) 0 0,4
K disponivel (mg dm™®) 68 165
CTC efetiva (mmol, dm™)’ 2,3 6,4
CTC pH7 (mmol; dm™®) 2 54 10,2
Al (mmol dm™®) 0,8 0,1
Ca (mmols dm™) 0,9 46
Mg (mmol, dm™®) 0,4 1,2
H + Al (mmol, dm™®) 3,9 3,9
pH (H20) 438 55
indice SMP 6,1 6,1

"Quantidade de cargas ao pH original do solo.

? Quantidade de cargas em pH 7

3.2.2 Biorremediacao dos solos

Foram incubados 300 g de solo com 60% de capacidade de campo
em frascos respirométricos (1 L) para avaliar a atividade de biodegradacao das
diferentes concentracées de combustiveis, B0, B20 e B100 com os respectivos
tratamentos controle (sem adicdo de combustivel), em duas estratégias de
biorremediacdo (atenuagcdo natural e bioaumentacdo), totalizando 16
tratamentos. O solo foi contaminado por 30 mL de combustivel/Kg solo umido,
simulando um derramamento superficial de combustivel em 0,5 hectare por um

caminhdo-tanque com capacidade para armazenar 30000 L. A fim de garantir
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que as amostras de solo estivessem homogeneizadas com o combustivel, a
contaminacao foi realizada em trés diferentes parcelas de solo (100 g) até
completar o total de 300 g no frasco de incubacdo Para avaliar a atividade
microbiol6gica durante a degradacao, foram realizados os experimentos de
respirometria, de desidrogenase, de contagem de heterotréficos e de
biodegradadores, além da cromatografia gasosa para estimar o percentual de
combustivel que foi degradado. Os experimentos, todos realizados em
triplicata, foram incubados por um periodo de 60 dias. Para estimar a atividade
de biodegradagéo por atenuacao natural, foram considerados apenas 0os micro-
organismos presentes no solo, sem que houvesse a adicdo de nutrientes. Para
a estratégia de bioaumentacdo, foi introduzida uma suspensdo de um
consércio bacteriano (quatro isolados), selecionado na primeira etapa do
trabalho: [isolado 1 (Bacillus megaterium), isolado 2 (Bacillus pumilus), isolado
5 (Pseudomonas aeruginosa) e isolado 6 (Stenotrophomonas maltophilia)], de
forma a introduzir uma populagdo de 2.10° UFC g (Modificado de Bento et al,
2003). Teve-se o cuidado de a solugdo que suspendia o indculo ser constituida
por apenas agua destilada, a fim de que nenhuma fonte de nutrientes alterasse
o microcosmo. Além disso, além do indculo, foi adicionada uma solugéo de
NH4NO3; e KH,PO4, de modo que foi ajustada a relagdo de C:N:P para 120:10:1
(Jiménez et al., 2007). Os volumes de inéculo do consércio e de solugao de
nutrientes também foram ajustados para se que mantivesse a capacidade de

campo em torno de 60%.

3.2.3 Analise Respirométrica
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As amostras de solo (300 g) foram colocadas em frascos
hermeticamente fechados de 1 L. Os experimentos de respirometria foram
equipados com um aparato de captacao de CO,, contendo copos plasticos com
20 mL de solugcdo de NaOH 0,75 M. Os frascos respirométricos foram
hermeticamente fechados por tampa vedada com borracha e incubados a
temperatura ambiente dentro de uma casa de vegetacdo, sendo as
temperaturas minimas e maximas monitoradas a cada avaliagdo durante 60
dias (de 19 de setembro a 22 de novembro de 2010) (Anexo 6).
Periodicamente, os frascos foram ligeiramente abertos, sendo retirada a
solucdo de NaOH em que recebia 3 mL de BaCl,. 2H,O 30%, a fim de
precipitar o CO, em solucdo. Logo apds, utilizando o indicador de fenolftaleina,
a solugéo foi titulada com HCI 0,5 M. Uma amostra de solo de umidade igual
aquelas presentes nos experimentos foi utilizada para determinacao da massa
seca, sendo a producdo de C-CO; expressa por mg Kg' de solo seco. A

producédo de C-CO, foi determinada de acordo com Stotzky (1965).

mg C-CO,= [(B - T) x eqx M HCI x FC]

Mc

B = volume (em mL) da solucéo de HCI gasto para titular o branco (sem solo);
T = volume (em mL) da solucio de HCI gasto para titular os tratamentos;

eg = equivalente-grama do C, que ¢é 6;

M = molaridade da solucao padronizada do HCI;

FC = Fator de Correcao da normalidade de acido/base = M HCI/M NaOH;

Mc = massa do solo seco em Kg.
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3.2.4 Atividade enzimatica do solo

A atividade das desidrogenases foi determinada conforme método
proposto por Thalmann (1968), descrito em Alef (1995) com modificagdes.
Foram coletados 2 g de solo umido de cada amostra presente nos frascos
respiromeétricos e adicionados a solugdo de 2 mL de cloreto de 2,35 —
trifeniltetrazolio (TTC) 0,9% em tampao TRIS-HCI pH 7,8. A mistura foi
colocada em um tubo de centrifuga e incubada a 30 °C por 24 h. Foram
realizadas amostras-controle, apenas com a adicao de solugdo TRIS-HCI e
solo. Apés a incubacéao foram adicionados 16 mL de acetona p.a. para paralisar
a reacao, deixando o homogeneizado no escuro por mais 2 horas. Apos, foi
filtrada a suspensdo de solo e mediu-se a absorbancia do filtrado em
comprimento de onda de 546 nm em espectrofotdmetro. Foi construida uma
curva padrdo das seguintes concentragdes: 0, 5, 10, 20, 30, 40 ug de TFP mL

(Figura 13).
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Figura 13: Curva padrao para avaliar produgao de TPF.

3.2.5 Contagem de heterotroéficos totais

Foi coletado 1g de solo umido de cada amostra dos frascos
respirométricos. As amostras de solo sofreram diluicdes seriadas de 10 a 10®
em tubos de ensaio. Foram translocados 100 pL das respectivas diluigcbes para
placas estéreis de poliestireno de 96 pocos. Em cada poco, foi adicionado,
além do inéculo correspondente de cada diluicdo (10" a 10°), 100 uL de meio
TSB (marca Himedia). As placas foram incubadas por 48h a 28°C, sendo
recobertas com papel aluminio para evitar o ressecamento do meio. Antes da
inoculagao, elas foram esterilizadas por 1 h em luz ultravioleta. Foi determinado
o NMP a partir da turbidez do meio, indicando a presenca de micro-organismos
presentes nas respectivas diluicbes. Foi determinado o NMP de cada amostra

a partir de uma tabela de NMP (Adaptado de Food & Drug Administration,
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2001). A quantificacdo de micro-organismos foi expressa por UFC g de solo

SecCo.

3.2.6 Contagem de degradadores

O método é baseado na utilizacdo do indicador redox TTC para
determinar o NMP a partir da utilizagdo do B50 como fonte de carbono padréo,
uma vez que este corresponde as misturas de diesel/biodiesel utilizada nos
ensaios. O meio mineral com o indicador redox TTC foi preparado de acordo o
proposto por Braddock & Catterall (1999) (Anexo 5). As amostras foram
diluidas como descrito acima, sendo adicionados 100 uL de meio mineral, 100
ML de inéculo da diluicdo correspondente e 10 uL de B50 em cada poco. As
placas foram incubadas a 28°C por 10 - 14 dias, a fim de detectar micro-
organismos capazes de utilizar o B50 como fonte de carbono pela mudancga de
cor da solugdo de incolor a roseo, resultado da redugdo de TTC a TPF. A
determinacdo do NMP e a estimativa de UFC g de solo seco foram obtidas

pela mesma metodologia descrita acima.

3.2.7 Extracao do combustivel das amostras de solo

Para verificar o percentual de biodegradabilidade dos
hidrocarbonetos e ésteres (B0, B20 e B100) presentes nos frascos
respirométricos com 300g de solo, foram realizadas duas anadlises

cromatograficas ao longo dos 60 dias de incubacgao: a primeira no tempo zero e
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a segunda no final do experimento (60 dias). Antes da coleta, o solo foi
revolvido com uma espatula para garantir a homogeneidade da mistura, visto
que uma parcela do combustivel pode migrar para o fundo do frasco.
Posteriormente, foram coletadas amostras compostas a partir de 5 pontos
equidistantes dentro de cada frasco, sendo que, para cada ponto, foi retirado
59 de solo, a fim de perfazer 25 g. As amostras de solo permaneceram a
temperatura de -18°C até a extracdo do combustivel. Posteriormente, as
amostras passaram por um processo de extracao por Soxhlet durante 12 h.,
utiizando metanol/diclorometano grau pesticida (1:3) (v/v) como solventes
organicos (USEPA, 1996). O material extraido foi concentrado em rotavapor
(RV 05 — ST IKA - WERKE), com rotacdo de 50 r.p.m. Por sua vez, a
quantidade de agua residual da amostra foi retirada, adicionando-se sulfato de
sédio. Em seguida, o extrato foi lavado com diclorometano grau pesticida e
repassado para um novo frasco. Posteriormente, o extrato permaneceu
evaporando na capela de exaustdo até obter massa constante.
Consequentemente, as amostras foram armazenadas em temperatura de -

18°C até serem submetidas a andlise cromatografica.

3.2.8 Analises cromatograficas

As amostras ja extraidas foram levadas a empresa Econsulting

Laboratério e Gestdo Ambiental para que fossem analisadas quanto aos

valores de TPH e de ésteres totais.
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Para o calculo percentual de biodegradacdo dos diferentes
tratamentos (B0, B20 e B100) em dois diferentes tipos de solo, foram avaliadas
a quantidade de TPH (hidrocarbonetos totais do petrdleo), sendo esses
compostos compreendidos entre Cg — Cys, € de ésteres totais no inicio (tempo
zero) e no final do experimento (apds 60 dias de incubacédo). No tratamento BO,
foi quantificado apenas TPH; no tratamento B100, apenas ésteres totais e, no
B20, ambas as avaliacoes foram realizadas. As anélises foram comparadas ao
padrdo primario dos mesmos lotes dos combustiveis utilizados nos
experimentos de biodegradacéo. O calculo do percentual de degradagéo apds

60 dias de incubacao foi de acordo com a férmula:

%= DTF-DTI Sendo DTF = valores do tempo final
x 100

(60 dias) e DTI — valores do tempo zero.
DTF

Para a determinacdo de ésteres totais, foi utilizado o cromatografo
Dani GC 1000 Digital Pressure Control (DPC), detector FID, injetor Linear
Programmed Temperature Vaporizer (L-PTV), apresentando programacao de
temperatura e pressado durante a injecdo com split de 1:15 (injetor L-PTV:
118°C/0.75 min., aq 999°C/min. 175°C/20min.) e com coluna DB-Wax (30 m x
0.32 mm X 0.25 um); e forno (oven) com temperatura inicial da coluna de
50°C/6 min. e temperatura final 230°C, com taxa de 5°C/min.; tempo de
retencao de 6 min.; temperatura de deteccao de 260°C; fluxo de gas (N2) de 10
mL/min. e tempo de corrida de 50 min., seguindo a metodologia ASTM D 6584

e EN 14110.
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Para a determinacdo de TPH, foi utilizado o mesmo cromatdgrafo
descrito acima, apresentando programacao de temperatura e pressao durante
a injecao com split de 1:2 (injetor L-PTV: 70°C/0.75min., aq 999°C/min.,
350°C/3min.); e forno (over) com temperatura inicial da coluna de 45°C/1min. e
temperatura final de 300°C; temperatura de deteccado de 325°C; fluxo de gas
(N2) 2.0mL/min. e tempo de corrida de 41min., utilizando a metodologia EPA

8015 B.

3.3 Identificagao bacteriana por técnicas moleculares

Foi utilizada a técnica de Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)
para amplificar um fragmento da regiao do DNA que codifica o gene 16S rRNA,

a fim de identificar quatro isolados que compuseram um consorcio bacteriano.

3.3.1 Extracao do DNA cromossémico

Os procedimentos de extracdo seguiram o protocolo de Sambrook et
al. (1989). As células foram inoculadas em erlenmeyer, contendo 20 mL de
meio BHI (Anexo 7), sendo incubadas a 37 °C em agitacdo de 120 r.p.m.
durante 24 h.. Posteriormente, as células foram centrifugadas durante 10 min. a
5000 r.p.m. O sobrenadante foi desprezado, e as células bacterianas foram
lavadas com NaCl 1 M. As células centrifugadas foram ressuspendidas em TE
1X (Anexo 8), sendo adicionado SDS a uma concentragédo final de 1% e

lisozima (0,5 mg.mL™"). A mistura foi incubada a 37 °C em banho com &gua por
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1 h. Apbés o banho, foi adicionada proteinase K (0,6 mg/mL) e novamente
incubada na mesma temperatura por 15 min.. Posteriormente, um volume de
fenol foi adicionado na mistura, homogeneizado e centrifugado por 10 min. a
5000 r.p.m. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para tubos de
microcentrifugas, sendo realizada uma nova extracdo com fenol, uma com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:24:1) e duas extragbes com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apds, foi adicionado isopropanol (0,7
volumes) ao sobrenadante, sendo a mistura armazenada a temperatura de —
18°C durante a noite e, depois, centrifugada. O isopropanol foi desprezado, e 0
DNA foi seco a temperatura de 28 °C, sendo logo apés ressuspendido em 50

pL de TE 1X.

3.3.2 Sequenciamento da regiao do DNA que codifica o gene 16S

rRNA

As bactérias selecionadas foram identificadas com base nas
caracteristicas morfologicas e bioquimicas conforme Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (1989) e MacFaddin (2000) (Anexo 9). Além disso,
para corroborar os resultados por determinacdo bioqu, foi realizada a
amplificagéo parcial do gene 16S rRNA por técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase, empregando 0s oligonucleotideos universais 27F
(5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e 1492R (5" GGTTACCTTGTTACGACTT
3"). A mistura da reacgéao foi constituida por tampéao 1X, 1.5 mM MgCl,, 1 U Taq

polimerase, 0.2 mM de cada oligonucleotideo, 0.3 mM desoxinucleotideo, e 20
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ng DNA. O volume final da reacao foi de 25 mL. As condicbes de amplificacao
sofreram desnaturacao inicial por 5 min. a 94 °C; 35 ciclos a 1 min. a 94 °C; 1
min. a 52 °C e 2 min. a 72 °C; com uma extensao final a 72 °C por 10 min. O
produto da reacao foi detectado em gel de agarose 0,8 %, corado com brometo
de etideo e visualizado sob luz ultravioleta. As rea¢des de PCR foram lidas em
sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Anlyzer no Laboratério
ACTGene do Centro de Biotecnologia da UFRGS. As sequéncias de
nucleotideos obtidas foram alinhadas, utilizando o programa ChromaPro 1.5 e
sendo as sequéncias comparadas com as sequéncias de nucleotideos de
espécies de referéncia obtidas EMBL/GenBank database, usando NCBI

BLAST.

3.4 Analise estatistica

Os dados foram interpretados a partir da analise da variancia
(ANOVA) e pelo teste t de Tukey com nivel de confianca de 95% (p < 0,05)
para comparar as médias entre os tratamentos, sendo utilizado o programa

estatistico Sisvar, verséo 4.6 (Build 60).



4. RESULTADOS

4.1 Selecao de um consorcio bacteriano

41.1 Pré-selecao microbiana por indicadores-redox e

crescimento celular

Das 24 bactérias isoladas de fontes de contaminacdo por
hidrocarbonetos e ésteres, 10 (7 isolados a partir de uma célula de landfarming
e 3 isolados a partir de um sedimento formado pela centrifugacédo de biodiesel)
foram selecionadas por indicadores-redox (TTC e DCPIP) (Tabela 2 e Figura
14), a fim de avaliar a capacidade de biodegradagdo das misturas de
diesel/biodiesel (B0, B20 e B100), por meio do crescimento celular, da
producdo de biossurfactantes de baixa massa molecular, de biossurfactantes
de alta massa molecular (bioemulsificantes), da producdo de metabdlitos por
meio da medicao de pH e da hidrofobilidade durante 14 dias (Figura 15). Além
disso, pela razao de no tratamento B20 existir tanto a fracdo diesel quanto a
fracdo biodiesel, foi determinada a atividade enzimatica especifica de seis
enzimas (alcano hidrocaxilase, catecol 1,2 dioxigenase, catecol 2,3

dioxigenase, protocatecol 3,4 dioxigenase, esterase (hidrélise do p-NPA) e
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lipase (liberacdo de acidos graxos), além de todas as outras analises

realizadas em B0 e B100 citadas acima.

[A] [B] [C] [D]

Figura 14: Demonstracdo da mudanca de coloracdo a partir da reagdo de redugdo em dois
indicadores-redox (DCPIP e TTC). [A] Controle TTC; [B] Isolado 9 apds 144 horas com o

indicador TTC; [C] Controle DCPIP; [D] Isolado 5 apés 144 horas com o indicador DCPIP.

Tabela 2: Selecdao Preliminar de Isolados Bacterianos, utilizando dois indicadores-

redox, TTC e DCPIP, em meio mineral (MM1) e biodiesel puro como fonte de carbono

(B100).
Indicador-redox TTC DCPIP
Isolados 24h 72h 48h 72h 120h
1 b +a
2° + +
3° +
4° + +
5° + +
6° +
7° + +
8° + +
9° + +
10° +

? Inicio da mudanca de coloragéo do indicador-redox nas primeiras 24 h (TTC)/48 h, 72 h e 120
h (DCPIP);

®|solado a partir de uma célula de Landfarming, contaminada por residuos petroquimicos ha 20
anos;

°lIsolado a partir de um sedimento formado pela centrifugacéo de biodiesel.
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Figura 15: Crescimento de Bacillus megaterium em meio aquoso sob trés diferentes
tratamentos (B0, B20 e B100) nos tempos 7 e 14 dias. CN (controle negativo): MM1 + 1% de

combustivel.

Em relagdo ao crescimento celular, observou-se que todos os
isolados avaliados utilizaram, de alguma forma, as fontes de carbono
encontradas nas misturas B0, B20 e B100. Isso pode ser verificado, uma vez
que houve um aumento na producao de proteinas totais avaliadas nos tempos
1, 7 e 14 dias. Além disso, obtervou-se aumento na produgcédo de proteinas
totais (mg de proteinas.mL™) para seis isolados, 1, 4, 6, 7, 8 e 10, & medida
que foi aumentada a concentracdo de biodiesel na mistura no tempo 14 dias,

guando foram comparados os valores entre os tratamentos (B100 > B20 > B0)
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(Figuras 16 — 18). Também ¢é importante considerar o crescimento dentre os 10
micro-organismos para cada tratamento no final do experimento (14 dias): para
B0, houve os maiores crescimentos para os isolados 8 (0,102) e 5 (0,090),
embora entre eles ndo tenham sido observadas diferengas significativas
(Figura 16). Para B20, foi detectado um crescimento mais expressivo em seis
isolados: 1 (0,339), 2 (0,314), 7 (0,215), 6 (0,171), 8 (0,168) e 5 (0,122) (Figura
17). Para B100, os isolados 1 (0,997), 5 (0,373), 7 (0,334) e 2 (0,289) foram os
que apresentaram maior produgdo para proteinas (Figura 18). Além disso, &
perceptivel que o isolado 1 obteve o maior crescimento tanto para o tratamento
B20 quanto para o B100. Por outro lado, trés isolados bacterianos (3, 9 e 10)
obtiveram reducéao significativa de crescimento ao comparar a quantidade de
proteinas detectadas entre os tempos 7 e 14 dias em B20 (Figura 17), e o
mesmo isolado 10 sofreu reducdo significativa no mesmo periodo para o

tratamento B100 (Figura 18).
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Figura 16: Producdo de proteinas totais de 10 isolados bacterianos, incubados em meio

mineral + 1% de diesel (B0O) por até 14 dias.

0,5
"__é 0,4 7 —.— 1
. —O— 2
g’ —v— 3
~ 0,3 7 —— 4
2 - 5
5 —{1 6
F 0,2 ——7
‘é] —<— 8
[ + 9
o —7— 10
S 0.1 -
o
0,0 ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Figura 17: Producdo de proteinas totais de 10 isolados bacterianos, incubados em meio

mineral + 1% de diesel (B20) por até 14 dias.
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Figura 18: Producdo de proteinas totais de 10 isolados bacterianos, incubados em meio

mineral + 1% de diesel (B100) por até 14 dias.
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4.1. 2 Producao de biossurfactantes

Dos resultados obtidos para avaliar a producdo de biossurfactantes
de baixa massa molecular, utilizou-se a medida de tensdo superficial. E
importante considerar, antes de mais nada, que o biodiesel, presente nos
tratamentos B20 e B100, apresenta propriedades fisico-quimicas que
contribuem para a reducao intrinseca da tensdo superficial, dificultando, de
certa forma, identificar variagbes na produgédo de surfactantes sintetizados por
micro-organismos. Essa constatacao é reforgada nos trabalhos de Blicker et al.
(2009, 2011). Estudos tém indicado que o tipo de meio de cultivo e as
condicbes de crescimento podem influenciar o tipo e a producdo dessas
macromoléculas (Makkar & Cameotra, 1998). Para B0, ndo foi observada
diminuicdo na tensao superficial para nenhum dos 10 isolados até 14 dias de
incubacdo, tendo em consideracdo o valor de 41,1 mN.m™" para o controle
negativo e uma variagdo de 41 — 58 mN.m™" entre os isolados (Figura 19).
Neste estudo, entretanto, para o tratamento B20, trés isolados (1, 2 e 5)
obtiveram niveis significativos para a redugao da tenséo superficial em relagéo
ao controle negativo (somente combustivel ao MM1) e aos demais isolados
(Figuras 20). Observou-se uma reducdo relativa da tensdo superficial quando
amostras com biodiesel presente em solucdo aquosa sdo comparadas com
medidas de tensdo superficial da agua (de 69 a 72 mN.m™) (Bodour et al.,
2003) e do préprio meio mineral (em torno de 65 mN.m™"). Mesmo diante
dessas circunstancias, os isolados 1, 2 e 5 apresentaram menores médias para

a tensao superficial (28,8; 29,8 e 30,6 para 7 dias; 30; 30,2 e 30,26 para 14
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dias, respectivamente) em relagdo ao controle (39,7 mN.m"' no final do
experimento). Finalmente para B100, houve uma reducao significativa a partir
do sétimo dia de incubacao para os isolados 5 (29,46), 1 (29,80), 2 (30,33), 8
(31,26) em relagdo ao controle negativo (43,46 mN.m™). Para o mesmo
tratamento no 14° dia, houve a reducdo na tensao superficial também para o
isolado 4 (30,70) em relagdo ao controle negativo (39,36), mantendo os baixos
indices de tensdo superficial (< 31 mN.m™") para os demais isolados (Figura

21).
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Figura 19: Tensao superficial de 10 isolados bacterianos com respectivo controle negativo

(CN), incubados em meio mineral + 1% de diesel (BO) por até 14 dias.
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Figura 20: Tensao superficial de 10 isolados bacterianos com respectivo controle negativo

(CN), incubados em meio mineral + 1% de diesel (B20) por até 14 dias.
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Figura 21: Tensdo superficial de 10 isolados bacterianos com respectivo controle negativo

(CN), incubados em meio mineral + 1% de diesel (B100) por até 14 dias.

Os isolados que apresentaram baixos valores para tensao superficial

foram bons produtores de biossurfactantes nessas condi¢cbes, uma vez que 0s
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resultados encontrados foram consonantes com a literatura (Van Dyke et al.,
1993; Makkar & Cameotra, 1998).

Ao avaliar a presenca de biossurfactantes de alta massa molecular,
observou-se uma prevaléncia de 80% dos isolados por apresentarem algum
valor para o indice de Emulsificacdo (Tabela 3). Dos resultados positivos, pode-
se observar que dos bioemulsificantes tanto ligados a parede celular quanto
aqueles liberados extracelularmente (sobrenadante na auséncia de células), foi
verificado um aumento no ndimero de isolados que sofreram emulsificacées
com indice superior a 40% a propor¢gdo que a concentracdo do biodiesel foi
aumentada na mistura diesel/biodiesel. Dado os resultados para
biossurfactantes ligados a parede, esses valores com IEz > 40% foram
detectados para o isolado 10 (tratamento BO); para os isolados 1, 7 e 10 (B20)
e para 1, 7, 8, 9 e 10 (B100). Por outro lado, a fim de avaliar os
biossurfactantes liberados extracelularmente, o isolado 7 obteve resultados
expressivos para BO; 1, 7 para B20 e 1, 7, 9 e 10 para B100, considerando
todos esses valores apds 14 dias de incubagéo, embora, para alguns isolados,
indices de emulsificagdo superiores a 40% puderam ser observados a partir do

setimo dia de experimento (Tabela 3).

Tabela 3: indice de Emulsificagdo (%) para 10 isolados bacterianos

Isolado Tempo (dias) Indice de Emulsificacao % (IE»,)
Com células
BO B20 B100
1 14 22,45 + 3,32 60,86 £ 0 56,51 £ 12,29
3 14 18,150 11,16 + 3,49
6 7 23,91 £9,22
14 27,27 +0
7 1 11,72 £ 4,91

7 43,18 £ 9,64
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14 40,11 £ 7,54 62,31 £ 5,01
8 7 34,78 £6,15
14 26,08 £ 0 44,46 + 1,40
9 7 47,82 +£0
14 13,04 £ 0 63,04 £ 0
10 7 454+ 0 9,090 44,92 + 2,50
14 5454 £0 49,99 + 6,12 63,63+ 0
Isolado Tempo (dias) Sem células
BO B20 B100
1 14 20,28 + 2,50 65,21 £0 63,03 £ 3,07
3 14 26,08 £ 0 24,15 +2,73
4 14 8,690 8,690
6 7 31,810
14 38,4717
7 1 36,36 + 0
7 34,78+ 0 58,95 + 13,49
14 65,21 £0 43,47 £ 0 65,21 £0
8 7 22,720
14 9,09+0
9 7 47,82 £ 0
14 60,86 £ 0
10 7 13,04 £ 0
14 18,18+ 0 46,96 *+ 14,61

4. 1. 3 Avaliacao do percentual de hidrofobicidade

O percentual de hidrofobicidade celular € um método indireto para
avaliar a degradagéo do contaminante orgéanico hidrofobico, como o diesel e o
biodiesel, dado que, quanto maior a hidrofobicidade celular, maior a
possibilidade de a célula produzir um biossurfactante e estar ligado a sua
parede, interagir com o contaminante e/ou aderir-se a superficies hidrofébicas,
formando biofilmes para iniciar uma biodegradagcdo. Assim, ao avaliar a
hidrofobicidade celular dos 10 isolados apés 14 dias de incubagdo, foram
detectados altos percentuais relativos nos trés tratamentos (B0, B20 e B100),

variando de 82,11 -100,0 (B0O), 53,22 — 96,50 (B20) e 69,04 — 98,21 (B100),
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sendo observadas taxas para a hidrofobicidade mais elevadas para BO quando
cada um dos 10 isolados foi comparado entre os tratamentos. Dessa forma, o
tratamento BO mostrou-se estatisticamente mais hidrofobico para, pelo menos,
um tratamento (B20 e/ou B100), considerando sete isolados (1, 2, 5, 6, 7, 8 e
9). Além disso, os maiores indices de hidrofobicidade celular foram
encontrados para os isolados 1,6, 7,8 e 9 (B0), 1, 2,3 e 5 (B20) e 5 e 9 (B100)

(Figuras 22 — 24).
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Figura 22: Percentagem de hidrofobicidade da parede celular para 10 isolados, utilizando

solvente de baixa polaridade (cloroférmio), submetido ao tratamento BO.



75

120

100 A a,b

Hidrofobicidade (%)
[e)] (o]
o o

A
o
1

20 A

Isolados

Figura 23: Percentagem de hidrofobicidade da parede celular para 10 isolados, utilizando

solvente de baixa polaridade (cloroférmio), submetido ao tratamento B20.
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Figura 24: Percentagem de hidrofobicidade da parede celular para 10 isolados, utilizando

solvente de baixa polaridade (cloroférmio), submetido ao tratamento B100.
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4.1.4 Deteccao de metabdlitos

Para avaliar a produgdo de metabdlitos &cidos como uma forma
indireta de verificar a atividade da biodegradacdo das misturas de diesel e
biodiesel, foi realizada a medida do pH em meio aquoso (meio mineral MM1 +
combustivel + micro-organismo) nos tempos 1, 7 e 14 dias. De acordo com os
resultados, ndo foram encontrados valores estatisticamente distintos dentre os
tratamentos B0, B20 e B100 apds os 14 dias de incubacao, tampouco foram
observadas diferengas de pH entre os isolados avaliados para cada tratamento.
Além disso, ndo foi constatada nenhuma diferenca de pH entre os isolados em
relacao ao controle depois de 14 dias (Figuras 25 — 27).

Antes da montagem do experimento de biodegradagdo, 0 meio
mineral foi ajustado a pH 7,2 e posteriormente autoclavado a 120 °C por 20
minutos. ApOs a esterilizagdo do meio mineral, foram observadas leves
variagbes de pH. Segundo os resultados ap6s 14 dias de incubacao, foram
detectadas variacdes nos valores de pH de 6,91 — 7,19 (B0), 6,86 — 7,12 (B20)
e 6,71 — 7,07 (B100), sendo que os valores dos controles negativos foram
respectivamente 7,38; 7,44 e 7,44 para 0 mesmo periodo de avaliagdo

(Figuras 25 — 27).
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Figura 25: pH de 10 isolados bacterianos com o respectivo controle negativo (CN), incubados

em meio mineral + 1% de diesel (BO) por até 14 dias.
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Figura 26: pH de 10 isolados bacterianos com o respectivo controle negativo (CN), incubados

em meio mineral + 1% de diesel (B20) por até 14 dias.
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Figura 27: pH de 10 isolados com o respectivo controle negativo (CN), incubados em meio

mineral + 1% de diesel (B100) por até 14 dias.

4.1.5 Determinacao da atividade enzimatica

Para avaliar a capacidade de hidrélise de ésteres, os 10 isolados
dos tratamentos B20 e B100 foram incubados em placa de petri e monitorados
nos tempos 1, 7 e 14 dias. O resultado positivo para a atividade enzimatica
pode ser verificado quando, ao redor da col6nia bacteriana, formou-se um halo
de emulsao opaco, devido a interacao das esterases produzidas e o substrato
tween 80. Segundo consta na Tabela 4, a maioria dos isolados apresentou
resultado positivo apos 14 dias, salvo os isolados 3 e 7. Este ultimo, apenas
para o tratamento B20. Todavia, os isolados 4, 8 e 9 apresentaram capacidade

de hidrolisar ésteres a partir do primeiro dia de avaliagdo ap6s a incubagéo.
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Tabela 4: Presenca das enzimas esterase em meio de cultura.

Tratamento Esterase (dias)
1 7 14
12 (B20) - +
(B100) - - +
2 (B20) - + +
(B100) - + +
3 (B20) - -
(B100) -
4 (B20) + + +
(B100) + + +
5 (B20) - + +
(B100) - + +
6 (B20) - - +
(B100) - + +
7 (B20) - - -
(B100) - + +
8 (B20) + + +
(B100) + + +
9 (B20) + + +
(B100) + + +
10 (B20) - + +
(B100) - + +
% isolado

Foi avaliada a atividade enzimatica especifica apenas para o
tratamento B20, uma vez que nessa mistura é encontrada tanto a fracao diesel
quanto a do biodiesel. Dessa forma, as enzimas alcano hidroxilase, C1,20,
C2,30 e P3,40 fazem parte do processo de degradagdo de hidrocarbonetos
presentes na fragéo diesel da mistura. Ao avaliar a atividade relativa da alcano
hidroxilase, enzima responsavel por degradar preferencialmente alcanos, foram
observados maiores valores medios para trés isolados: 1 (100%), 6 (72,36%) e
2 (47,9%). Dos resultados para a enzima C120, foi observada uma produgao
mais expressiva para os isolados 1 (100%), 2 (38,5%), 6 (36%) e 5 (29%).

Considerando a enzima C2,30, os isolados 6 (100%), 5 (91%) e 2 (88%) foram



80

0s que apresentaram uma melhor desempenho para a producao dessa enzima
degradadora de hidrocarbonetos aromaticos, embora nao tenha se encontrado
diferenca significativa para a expressao entre elas. Para a P3,40, quatro
isolados bacterianos se destacaram: 1 (100%), 5 (94%), 9 (55,6%) e 2 (50%).

Além disso, foi monitorada a biodegradabilidade do conteudo lipidico
da fracdo biodiesel por enzimas de natureza esterasica e lipasica, sendo
obtidos niveis mais representativos da atividade de esterases para os isolados
2 (100%) e 1 (6,5%). Embora o isolado 1 n&o tenha apresentado diferenca
significativa em relacao aos demais, ele apresentou o segundo maior valor para
a atividade de hidrélise do p-NPA. Ja os isolados 9 (100%), 1 (94%), 6 (63%), 2
(60%) e 5 (53%) foram os que mais se destacaram na producéao de lipases pelo
método titulométrico, ainda que os trés Uultimos isolados nao tenham
apresentado diferencgas significativas entre si.

Realizando uma comparacao entre as diferentes atividades para
enzimas que sao responsaveis por degradar a fracao diesel, pode-se observar
que todos os isolados apresentaram altos niveis médios de expressividade
para a atividade de alcano hidroxilase (1996 — 23983,31 U. mg"), quando
comparados aos valores para C1,20 (3,16 — 59,33 U. mg"), C2,30 (31,96 —
159,09 U. mg") e P3,40 (2,78 — 67,12 U. mg™). Ja dentre as dioxigenases,
verificou-se que a C2,30 apresentou valores mais elevados para a atividade
enzimatica, considerando os resultados dos isolados 6, 5 e 2, respectivamente.
Dada a degradacado da porcao biodiesel na mistura, foi possivel comparar os

melhores niveis de atividade enzimatica para a degradacao de ésteres e para a
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liberacdo de &cidos graxos, destacando os isolados 1, 6 e 9, os quais

apresentaram os maiores valores para ambas as enzimas (Tabela 5).

Tabela 5: Determinacédo da atividade especifica (U mg™ de proteinas totais) de seis

enzimas em trés diferentes tempos de incubacéao (1, 7 e 14 dias) da mistura B20.

AH' C1,20 C2,30 P3,40 pNPA AG*
69407 + 0° 177 + 35,8 0£0 188,6 + 38,4 5104 +854 403 +62,2
1° 2449 + 558° 0,280 6,37£0,46  11,85+514  171,8+462 482+13,8
9337+449 072011 3223016 0,91 0,37 489,30 8,65 + 3,75
23983,31° 59,33 3,19 67,12 1921,7 153,28
33034 + 71 64.62%14 323,3+0 91,67+ 158 88289 +966  254,4 + 57
2 1103 + 78 1,41+0,02 152+126 4,07 £ 0,92 217,7+2,44  215+6,07
334,87 +0 25+0,34  815+253 5,05+ 1,74 59,41 + 2,94 14,89+ 0
11490,62 22,84 140 33,59 29522,03 96,93
6117 + 1407  10,4%096  226%27 342,22 312,55 0 23,03+ 0
3 245 + 13.4 1,06 4024  7,64+1.26 1,27 +0,13 93,4 + 37,24 209+7
2952 + 392 254+0,12  25,6+2,01 4,08 +1,35 373 + 57,36 16,5 +0
3104,66 4,66 18,61 2,78 259,65 20,14
6132 + 285 13,4+0,82 697+1,39  1434+224  381+11,06 789+234
4 2504 + 796 504+18  16,9+289 4,24 + 255 351,18 + 85 65,08 + 0
476 + 134 591+2,09  354+4,38 6,56 + 3,96 80,02 2,77 16,5+ 0
3037,33 8,11 19,75 3,38 156,43 53,49
2982 + 0 34,7 +12 335+ 67,5 153,5+0 4135+98,8 210,04 +0
5 0444 + 0 22+134  13,1+476 7,64 0,09 1012,08 + 0 26,790
562 40 144+436 851+41,8 2895+7,89 3105296 22,09+ 0
1996 17,1 144,4 63,36 578,52 86,30
43222 + 0 59,9 + 7,66 392,940 15,52 +1,77 1368 +32,6  162,4 + 54
6 6770 + 0 349+1,15 80,5+133  10,13+1,79 1871,5+0 127,255
2075 + 302 1,07+0,04 3,87 +0,71 1,58 £ 0,65 39,83+3,5 18,510
17355,66 21,48 159,09 9,12 1093,11 102,70
7 9471 + 237 18,53 +0 22,4 +7,96 9,24+0,7 533 +1,13 51,33+ 0
1,520 1,87 £ 0,56 4,36 + 0,85 56,38 + 4,41 0+0

2510+0



1,09 + 0,34 0,47 +0 0,63 £ 0,07 12,22 + 3,87 00

1373 £ 165
4451,33 7,04 8,25 4,74 200,53 17,11
0241 952 /46298  7003t0 464167 960,43 29,310
8 4620 + 0 057011  147£127  304:088  587,6%254 0+0
44040 1,79+1,66 22+ 065 1,230, 702+174  3377£0
4767 3,27 28,97 16,89 539,4 21,02
3927 + 458 0+0 87,36 £ 0 62,6 £ 0 63:322 221379
9 2602 + 530 516:0  19+1003  34,67+2002 2752:196  2546+0
2915 + 0 19,8+809  876%0 14,72 7,57 11450 242,250
3148 8,32 38,37 37,33 1320 162,9
2906 +974  719t026 49730 3877+ 886  1586:98 100,34 £0
10 o7nyo0g  080%002  1,62:024  046%006  67,09%426  13,94%0
8335 + 435 199047 197+343 209014  731:965 35,9£0
5837,66 3,16 23,68 13,77 794,69 50,06

! atividade de alcano hidroxilase;

2 atividade lipasica pela liberacdo de acidos graxos por método titulométrico;
% isolado;

® média e desvio padrdo da atividade enzimatica apos 24 h de incubagio;

° média e desvio padrao da atividade enzimética apds 7 dias de incubagéo;
9 média e desvio padrio da atividade enzimatica apos 14 dias de incubag&o;

® média dos valores para os trés diferentes dias de incubagao (1°, 7°e 14°dias).

4. 2 Biorremediacao de misturas de diesel/biodiesel (B0, B20 e
B100) em dois tipos de solo

4. 2. 1 Avaliacao da atividade cumulativa da producao de CO,

por micro-organismos presentes no solo

Ao avaliar a producao cumulativa de CO, ap6s 60 dias de incubacéo,

foi observado que todos os resultados analisados apresentaram niveis de
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atividade respiratéria superiores aos respectivos controles negativos (auséncia
de combustivel). Além disso, ao ponderar os niveis de produg¢do cumulativa de
CO. para as diferentes concentracées de diesel e biodiesel (B0, B20 e B100) e
considerando os tratamentos com o mesmo solo e a mesma estratégia de
biorremediagéo, pode-se verificar que tanto para o solo arenoso quanto para o
solo argiloso, ambos sob Atenuacdo Natural, ndo foi observado aumento na
taxa de liberacado de CO, a medida que houve o aumento da concentracao de
biodiesel na mistura diesel/biodiesel, com excecao para o ARG B100 (Figura
28). No entanto, para a estratégia de Bioaumentacdo nos dois solos
analisados, verificaram-se diferencas na atividade microbiana entre as
concentracdes de combustivel (B100 > B20 > B0) (Figura 29). Ao considerar a
mesma concentracdo de combustivel, observa-se um aumento progressivo na
atividade cumulativa respiratéria apenas para os tratamentos contendo B100 (B
ARG > B ARE > A ARG > A ARE). Ja para B0 e B20, foi observada a seguinte
atividade respiratoria, respectivamente: B ARG > B ARE = A ARG > A ARE e B
ARG > B ARE = A ARG > A ARE (Figuras 28 e 29). Em linhas gerais, foi
observado um incremento na atividade de liberacdo de CO, para o solo
argiloso em comparagdo ao arenoso, ndo se esquecendo de considerar a
presenca/auséncia de consércio e dos nutrientes entre as duas estratégias de
biorremediagéo.

Ainda, é importante levar em conta o progressivo aumento das taxas
respiratorias dos micro-organismos no solo para cada tratamento em relagao
ao tempo de incubacdo. A partir das analises estatisticas (p < 0,05), foram

observados aumentos significativos ao longo do tempo a partir do 4° dia de
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incubacéao até o final do experimento para os tratamentos para todos os quatro
tratamentos B20. Da mesma forma, apés 8 dias de incubacédo, foram
observados taxas crescentes de liberagcdo de CO., para os tratamentos B ARE
B0 e A ARG BO. Por outro lado, para todos os tratamentos B100, ndo foram
verificados aumentos significativos da taxa respiratéria ao longo do tempo,
apresentando, dessa forma, taxas de produc¢ao de CO, constantes ao longo do
tempo. Mesmo assim, trés dos tratamentos contendo B100 estiveram dentre os
quatro maiores valores de produgcdo cumulativa em mg de CO.. Kg de solo
seco "' no final dos 60 dias: B ARG B100 (3886,92), B ARG B20 (3661,26), B

ARE B100 (3255,72), A ARG B100 (2982,56) (Figuras 28 e 29).
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Figura 28: Produgao cumulativa de CO, por experimento respirométrico de Atenuagdo Natural

em dois tipos de solos ao longo de 60 dias de incubacao
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Figura 29: Producao cumulativa de CO, por experimento respirométrico de Bioaumentagao em

dois tipos de solos ao longo de 60 dias de incubagéo.

4.2.2 Avaliacao da atividade de desidrogenase

Os resultados da atividade enzimatica do grupo das desidrogenases
estdo resumidos nas Figuras 30 — 33. Avaliando o comportamento dessas
enzimas para a estratégia de Atenuacdo Natural de um modo geral foi
observada uma tendéncia de diminuicdo da atividade de desidrogenase
principalmente para os tratamentos ARE B100 e ARG B100 ao longo dos 60
dias de incubacéo (Figuras 30 e 31). Por outro lado, para o tratamento A ARG
B20 e considerando ainda a mesma estratégia de biorremediacéo, verificaram-
se valores enzimaticos expressivos tanto para o tempo zero quanto para tempo
de 7 dias, seguido por uma reducdo abrupta na atividade enzimatica no

vigésimo primeira dia de incubacao. No entanto, ap6s essa queda repentina na
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atividade, houve um aumento progressivo da expressao enzimatica para esse

tratamento ao longo do tempo até o final da incubagéao (Figura 31).
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Figura 30: Atividade de desidrogenase em solo arenoso sob Atenuagéao Natural ao longo de 60

dias de incubacao.
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Figura 31: Atividade de desidrogenase em solo argiloso sob Atenuagao Natural ao longo de 60

dias de incubagéo.

Foi observado, para a estratégia de Bioaumentacdo, um aumento
progressivo na atividade de desidrogenase para os tratamentos ARE B100 e
ARG B100 ao longo do tempo de incubagédo (Figuras 32 e 33). Isso ficou
evidente nos dois Ultimos pontos de monitoramento, principalmente para o solo
argiloso (Figura 33). Aléem disso, também devem ser observados valores
relativamente altos na atividade enzimatica para o tratamento ARE B20,
principalmente para os tempos 21, 49 e 60 dias (Figura 32).

A atividade de desidrogenase ao longo do tempo (0, 7, 21, 35, 49 e
60 dias), destacou-se para 11 tratamentos, sendo seis deles tratamentos
contendo B100. Para o tempo zero de incubacdo, obtiveram os melhores
resultados em pg de TPF g solo seco ' para A ARG B100 (76,06), A ARG B20
(74,30), B ARG B100 (56,79) e A ARE B100 (49,63). Para o tempo 7 dias,
destacaram-se A ARG B100 (101,69) e A ARG B20 (84,82); no tempo 21, B
ARG B100 (70,39) e B ARE B20 (33,56); no tempo 35, B ARG B100 (116,10);
no tempo 49, B ARG B100 (368,12), B ARG B0 (48,64) e B ARG B20 (48,37) e,
finalmente, no tempo 60 dias, os tratamentos que obtiveram o melhor
desempenho foram B ARG B100 (312,15), B ARG B0 (92,31), A ARG B20
(65,39) e B ARE B100 (56,24). Os dados mostraram que o tratamento B ARG
B100 apresentou maiores resultados para atividade enzimatica desde o
monitoramento do dia 21 até o final do experimento (Figura 33). Além disso, é

importante considerar também que, de todos os 11 maiores resultados para a
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atividade de desidrogenase durante os periodos de monitoramento, oito deles

corresponderam a estratégia de Bioaumentacao (Figuras 32 e 33).
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Figura 32: Atividade de desidrogenase em solo arenoso sob Bioaumentagao ao longo de 60

dias de incubacao.
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Figura 33: Atividade de desidrogenase em solo argiloso sob Bioaumentagao ao longo de 60

dias de incubacao.
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4. 2. 3 Contagem de heterotréficos e de degradadores

Os resultados de degradadores e de heterotréficos estao resumidos
nas Figuras 34 — 37. Na maioria dos tratamentos, considerando as duas
estratégias de Biorremediacdo e os dois solos, ndo foi observado aumento
significativo dos valores ao longo dos 60 dias de incubagcdo e entre os
tratamentos. Entretanto, foi observada uma reducdo significativa das
populacées de degradadores no tempo 60 dias em relacdo ao inicio da
incubacéo (tempo zero) para os seguintes tratamentos: A ARG CN, B ARE CN,
B ARG CN, A ARE B100 e B ARE BO0. Para esses dois ultimos tratamentos, a
populacdo microbiana apresentou queda a partir do trigésimo quinto dia de
monitoramento. No entanto, a maioria dos degradadores apresentou
populagbes com log entre 7 e 8 UFC por grama de solo seco. Considerando os
valores de NMP para os heterotréficos, assim como para os degradadores, nao
se observaram diferengas no tamanho das populagbes microbianas dos solos
ao longo do tempo de incubagédo para uma grande parcela dos resultados,
embora se tenha verificado a redugao para B ARG CN e B ARG CN. Por outro
lado, ocorreu aumento na populacdo microbiana para 0s seguintes
tratamentos: B ARE B0, B ARE B20, B ARG B20 e B ARG B100. Pode-se
concluir que nao houve diferencas entre as populacbées de heterotréficos e de

degradadores.
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Figura 34: Contagem de degradadores e de heterotréficos pelo NMP em solo arenoso sob

Atenuacao Natural.
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Figura 35: Contagem de degradadores e de heterotréficos pelo NMP em solo argiloso sob

Atenuacao Natural.
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Bioaumentagao.
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4.2.4 Degradacao das misturas de diesel e biodiesel

Os resultados da degradacéo de hidrocarbonetos e de ésteres, apds
60 dias de incubagao, podem ser visualizados na Tabela 6. Os percentuais de
degradacdo foram calculados pela diferenca de concentracdo de
hidrocarbonetos e/ou ésteres detectados por cromatografia gasosa do tempo
zero em relagédo ao tempo 60 dias de incubacdo. Para avaliar a degradacéo do
diesel, foi estimada a concentracdo de TPH (Hidrocarbonetos Totais do
Petrleo) no solo, considerando apenas a fracdo leve (Cg — Cas), que
compreende grande parte dos hidrocarbonetos alifaticos e, em menor
quantidade, aromaticos. Para a fracao biodiesel, o Unico parametro para avaliar
a degradacao foi a partir da deteccao de ésteres totais, mesmo sabendo que
existem outros componentes em menor propor¢ao na mistura, como mono, di,
triglicerideos e glicerina. Considerando os tratamentos B0 e B20, os resultados
tanto para Atenuacdo Natural quanto para Bioaumentagdo apresentaram
valores em torno de 90% para a degradacado dos combustiveis avaliados. Ao
comparar a degradacao para os dois tipos de solo sob Atenuacao Natural,
verificou-se que para os tratamentos BO e B20, ndo houve diferengas de
degradacado entre o solo arenoso e o argiloso. Contudo, para o tratamento
B100, o solo arenoso obteve maior degradagéo (59,77%) em comparagao ao
argiloso (50,75%) (Tabela 6). J& para a Bioaumentacdo, os tratamentos em
solo argiloso, contendo B20 (94,05%) e B100 (97%), apresentaram maior
degradacao em relagcdo aos mesmos tratamentos para o solo arenoso (84,65 e
74,52, respectivamente). Além disso, ao relacionar as duas estratégias de

Biorremediacéo, pode-se verificar que o B100 apresentou maiores percentuais
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de degradacdo para a Bioaumentagdo em relacao a Atenuacao Natural, tanto
para o solo arenoso quanto para o argiloso, sendo o tratamento B ARG B100
apresentando o maior percentual de degradacdo para ésteres (97%). E
importante salientar que os demais tratamentos com biodiesel puro (B100)
apresentaram baixos percentuais de degradacao de ésteres ao comparar com
a taxa de degradacdo das misturas de diesel e biodiesel (B20) e,

principalmente, de somente diesel (BO).

Tabela 6: Percentagem de degradacdo das misturas de diesel/biodiesel (BO, B20 e
B100) apods 60 dias para as duas estratégias de biorremediacdo [Atenuacao Natural
(A) e Bioaumentacao (B)] nos dois solos (arenoso e argiloso).

Tratamento % de degradacao % de degradacao das fracoes

A ARE B0? 96,47 + 1,20"

A ARE B20? 90,56 + 5,38 92,20 +8,03°
84,03 +5,21*

A ARE B100° 59,77 + 14,08

A ARG B0? 90,42 + 6,49

A ARG B20? 91,10+ 0,17 93,90 + 1,40
79,92 + 4,77

A ARG B100¢ 50,75 + 9,60

B ARE B0? 98,15 + 0,80

B ARE B20° 84,65+ 5,13 97,33 + 1,01
33,92 + 21,60

B ARE B100 74,52 + 27,11

B ARG B0? 99,16 + 0,41

B ARG B20? 94,05 + 1,49 96,26 + 1,04
85,25 + 3,26

B ARG B1002 97,00 + 4,27

a,5,¢,d ANOVA p < 0,05:

! médias e desvio padrdo da degradacdo total. BO: TPH; B20: TPH + ésteres totais; B100:
ésteres totais;

2 Média ponderada da degradagdo da mistura B20 [valores de TPH x 0,8 (fracdo diesel) +
valores de ésteres totais x 0,2 (fracdo biodiesel)];

3 Médias e desvio padrdo da degradagao da fracao diesel da mistura B20;
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4 Média e desvio padrdo da degradagéo da fragao biodiesel da mistura B20.

ARE CN e ARG CN [controles (sem adigao de combustivel)]: niveis de TPH n&do-detectados.

A Tabela 7 compara trés experimentos, a fim de estimar a
biodegradacado. Considerando cada estratégia de Biorremediacdo, todos os
tratamentos para solo argiloso apresentam maior atividade de desidrogenase e
de producao cumulativa de CO, em relagao ao solo arenoso, com excegao dos
controles (CN). Ao comparar as duas estratégias de Biorremediagdo, a
Bioaumentagdo se mostrou mais vantajosa em relacdo a Atenuagdo Natural
apenas em ARG B100 para desidrogenase e em relacdao ao ARG B100, ARG
B20, ARE B100, ARE B20 e ARE B0 para atividade respiratéria. Ainda para a
atividade de desidrogenase, para o solo argiloso sob Bioaumentagédo, houve
aumento da atividade média da enzima a medida que o percentual de biodiesel
foi sendo aumentado. E importante observar também que o tratamento B ARG
B100 apresentou os maiores indices de atividade microbiana associado ao alto

percentual de degradacao (Tabela 7).



Tabela 7: Comparagao dos métodos de biodegradacao
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Producao
Tratamento Desidrogenase1 (cmugullztg';gi g c%; DZer(;%r::;cI) ‘(j;; )

(60 dias)
A ARE CN 7,03° 154,449 ND?
A ARE B0 10,30° 1126,42' 96,472
A ARE B20 14,99%¢ 1433,76° 90,562
A ARE B100 18,07%¢ 1202,91" 59,77°
A ARG CN 8,40° 265,77° ND
A ARG B0 20,51 2247,53¢ 90,422
A ARG B20 57,83° 2125,03¢ 91,102
A ARG B100 37,00° 2982,56° 50,75d
B ARE CN 6,88° 119,88° ND
B ARE BO 5,30° 1674,02° 98,152
B ARE B20 21,26° 2347,40° 84,65°
B ARE B100 23,90°¢ 3255,72° 74,52°
B ARG CN 5,61° 264,63° ND
B ARG B0 26,494 2268,98° 99,162
B ARG B20 28,58°4 3661,262° 94,052
B ARG B100 158,242 3886,932 97,00?

' média dos 6 pontos de monitoramento ao longo dos 60 dias de incubag&o;

2 valores para TPH n&o-detectados no solo;
ND: nado detectado.



5. DISCUSSAO

5.1 Selecao de um consoércio bacteriano

5. 1. 1 Curva de crescimento

Comparando o crescimento celular nos diferentes tratamentos
(B0, B20 e B100), foi verificado um aumento significativo na producao de
proteinas totais para seis isolados [Bacillus megaterium (1), 4,
Stenotrophomonas maltophilia (6), 7, 8 e 10] a medida que o biodiesel foi
adicionado na mistura diesel/biodiesel. Diante disso, quando esses resultados
sdo comparados com outros estudos encontrados na literatura, existe cada vez
mais a comprovacgao de que o biodiesel, por apresentar constituintes de mais
facil degradacdo, comparado ao diesel, seja mais bem assimilado pela célula
microbiana, a fim de ser utilizado como fonte de carbono e energia (Zhang et
al., 1998; Pasqualino et al., 2006; Mariano et al., 2008a, b; Junior et al., 2009).
Ainda considerando a producdo de proteinas totais nos diferentes tratamentos
em meio aquoso, pode-se verificar melhores desempenhos de
biodegradabilidade nas diferentes misturas de diesel/biodiesel principalmente

para os isolados Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2), Pseudomonas
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aeruginosa (5), Stenotrophomonas maltophilia (6), 7 e 8, de um modo geral,
sugerindo que esses micro-organismos pudessem apresentar um aporte
enzimatico favoravel para degradar nao sé a fragdo mais labil da mistura, como
também a mais recalcitrante. Por outro lado, os isolados 3, 9 e 10 obtiveram
decréscimos significativos no crescimento entre o 7° e o 14° dias de incubagao
para B20, sendo essa mesma situagao recorrente com o isolado 10 para B100.
Tal fato pode estar relacionado aos niveis relativamente mais baixos para
atividade enzimatica, podendo ser comprovado no caso de B20, indicando que
esses micro-organismos pudessem degradar apenas fontes de carbono mais
disponiveis, presentes nos primeiros momentos da incubagcdo. Essa
observacao pode ser confirmada pelo isolado 9, que apresentou a melhor
performance para a producao de acidos graxos, que pode ser considerada uma

fracdo de facil assimilagdo pela célula (162,9 U.mg™) (Tabela 5).

5. 1. 2 Producao de biossurfactantes

Ao relacionar os resultados significativos entre os dois métodos de
deteccao de biossurfactantes em meio aquoso, observou-se que os isolados 7
e 10 (B0), Bacillus megaterium (1), 7 e 10 (B20) e Bacillus megaterium (1), 7, 9,
8 e 10 (B100) apresentaram indices de emulsificacdo superiores a 40%.
Todavia, dentre estes, com excecao de Bacillus megaterium (1) para 0s
tratamentos B20 e B100 e o isolado 8 para o tratamento B100, ndo se
observaram redugdes significativas para a tensdo superficial, permanecendo

com valores na faixa de 52,75 — 53,56 (B20) e 38,03 — 47,4 mN.m™" (B100)
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apos 14 dias de incubacado. Ainda é importante ressaltar que, para o tratamento
B0, embora os isolados 7 e 10 tenham apresentado baixa producao relativa de
proteinas totais, comparando aos valores para os tratamentos B20 e B100,
foram constatados indices de emulsificagdo bastante elevados (>40%). Da
mesma forma, foram verificados indices de emulsificacdo elevados para o
isolado 10 em B20 e B100 a partir do sétimo dia de incubagéo, embora, nos
dois casos, tenha-se observado um decréscimo no crescimento celular entre o
7°e o0 14°dias. Segundo alguns autores, o indice de emulsificagdo vem sendo
utiizado mais como um método para triagem do que para confirmagdo de
micro-organismos produtores de biossurfactantes (Cooper & Goldenberg, 1987;
Denger & Schink, 1995), visto que a capacidade de uma molécula em formar
emulsdo estavel nem sempre esta relacionada com a diminuicdo da tensao
superficial (van Dyke et al., 1993; Willumsen & Karlson, 1997). Diante disso, os
resultados positivos obtidos apresentaram-se bastante semelhantes em relacao
ao encontrados na literatura (Figuras 19 - 21 e Tabela 3). No entanto, para o
tratamento B0, ndo foi constatada nenhuma diminui¢cdo significativa da tensao
superficial para nenhum dos 10 isolados. Isso provavelmente esteja
relacionado aos baixos niveis de crescimento bacteriano quando comparado
com os tratamentos B20 e B100, uma vez que é necessdaria uma produgcao
minima de micelas pelas células para comecar a diminuir a tensao superficial.
Ha exemplos na literatura que biossurfactantes sdo geralmente produzidos
durante o crescimento exponencial ou em fase estacionaria, sendo controlados
pelo quorum sensing (Swift et al., 2007; Dusane et al., 2010). Além disso, com

relacdo aos dois tipos de biossurfactantes avaliados, houve um aumento no
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nuamero de resultados positivos a medida que a concentracao do biodiesel foi
aumentada (B100 > B20 > BO0), acompanhando, dessa forma, o crescimento
celular para o0s mesmos tratamentos avaliados. Considerando o0s
biossurfactantes de alta massa molecular, pode-se sugerir que 0 aumento da
incidéncia de emulsdo estavel relacionado ao aumento da adicdo do biodiesel
na mistura possa estar relacionado, além do progressivo aumento do
crescimento celular e, consequentemente, pela hidrélise dos lipidios, as
proprias caracteristicas intrinsecas do biocombustivel. Mesmo que se tenha
utiizado o diesel com agente emulsificante para os testes e encontrado
auséncia de emulsificacdo nos experimentos-controle (sem inéculo com B20 ou
B100), o proprio biodiesel pode ter contribuido para o aumento dos indices de
emulsificagdo, uma vez que existe uma forte correlagdo entre a concentracao
de lipidios e o indice de emulsificacao (Cooper & Goldenberg 1987). Diante de
todas essas observacbes, € importante ressaltar, sobretudo, que muitos
autores tém advertido que o método que mede a tensdo superficial deve ser
utilizado para confirmar os resultados, sendo ele considerado padrdo para
deteccao de biossurfactantes (Youssef et al., 2004). Sendo assim, ao realizar
uma analise comparativa da producédo de biossurfactantes com a enzimatica
para o tratamento B20, é provavel que a significativa redugdo da tensao
superficial para os isolados Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2) e
Pseudomonas aeruginosa (5) tenha contribuido para o aumento da
disponibilidade do combustivel a célula, podendo ter influenciado a obtencao
de elevados niveis enzimaticos. Isso provavelmente é possivel, devido as

reducdes significativas da tensao superficial, alcangcando valores préximos a 30
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mN.m™, ja detectados nos 7 primeiros dias de incubagdo para os trés isolados.
Esse valor permaneceu constante até o final do experimento, sugerindo que os
trés isolados ja teriam atingido uma taxa de reducdo maxima para a tensao
superficial, dado que sua constancia é alcancada quando a producdo de
biossurfactantes excede sua concentracdo micelar critica (Youssef et al.,
2004). Para reforgar essa hipdtese, muitos autores ressaltam que, pelo menos
para hidrocarbonetos, os biossurfactantes podem influenciar na taxa de
biodegradacéo por duas diferentes maneiras: pelo aumento da dissolugdo das
moléculas apolares na fase aquosa e pela mudanga na afinidade entre a célula
e o0 contaminante, aumentando, assim, a hidrofobicidade celular. Esse
fenbmeno, por conseguinte, tende a otimizar as interacdes entre o
biossurfactante, o contaminante e a célula, aumentando a biodegradacao
(Zhang & Miller, 1995; Paria, 2008). No entanto, Stenotrophomonas
maltophilia, mesmo nao apresentando reducdo significativa na tensao
superficial, apresentou altos niveis enzimaticos e um consideravel indice de

emulsificagao (Tabela 5).

5. 1.3 Avaliacao da hidrofobicidade celular

A hidrofobicidade da célula microbiana pode ser resumida como uma
afinidade da superficie celular a contaminantes organicos apolares.
(Chrzanowski et al., 2005). Fazendo uma relacdo ao percentual de
hidrofobicidade celular com os resultados de deteccao para os dois tipos de

biossurfactantes, verifica-se que nao houve uma linearidade entre os dados.
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Para o tratamento B0, por exemplo, embora nao se tenha encontrado nenhuma
resposta significativa para a diminuicdo da tensao superficial e poucas para
indices de emulsificacdo acima de 40%, pode-se observar percentuais de
hidrofobicidade bastante elevados, muitos préximos a 100% para varios
isolados (Bacillus megaterium (1), Stenotrophomonas maltophilia (6), 7, 8 e 9),
apresentando, em comparag¢ao com o B20 e B100, um incremento no potencial
hidrofébico da parede celular. Uma hipdtese para tentar explicar esse
fenbmeno € que o diesel apresenta, em sua constituicdo, componentes mais
hidrofébicos que aqueles presentes no biodiesel, estimulando, dessa forma, a
producao de componentes apolares na parede celular para intensificar o
contato entre o contaminante e a célula, a fim de utiliza-lo com fonte de
carbono e energia. Essa condi¢cao pode ser reforcada quando comparada ao
estudo de Gorna et al. (2011), no qual utilizou diferentes substratos, como a
glicose, o diesel e o hexadecano, verificando que a hidrofobicidade celular
aumentava a medida que o meio aquoso era suplementado com substratos
organicos cada vez mais apolares. No presente estudo, o tratamento B20 foi o
que mais mostrou relagdo entre os maiores percentuais de hidrofobicidade
[Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2), 3 e Pseudomonas aeruginosa
(5)] e os resultados significativos para a producao de biossurfactantes de baixa
massa molecular [Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2) e Pseudomonas
aeruginosa (5)]. Dessa forma, o aumento na biodegradacdo pode ocorrer
quando a hidrofobicidade da superficie celular € aumentada (Obuekwe et al.,
2009), sendo atribuida, principalmente, a proteinas e a lipideos situados na

parede celular de uma ampla faixa de micro-organismos (Chrzanowski et al.,
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2005). No entanto, em um estudo desenvolvido por Owsianiak et al (2009),
nao foi encontrada correlacdo significativa, quando foram avaliados 218
consércios microbianos em diesel, relacionando a biodegradabilidade com a
hidrofobicidade celular. A despeito de ser utilizado o parametro de
hidrofobicidade da superficie celular por muitas décadas para avaliar a adesao
celular a hidrocarbonetos e de outros xenobidticos hidrofobicos (Rosenberg et
al., 1980; Rosenberg, 2006), muitos estudos indicam que o0s ensaios padrao
podem apresentar um papel significativo na deteccdo ndo so6 para interagdes
hidrofébicas propriamente ditas, mas também para interagdes eletrostaticas
presentes na célula, podendo haver uma interferéncia na interpretacdo dos
resultados no que diz respeito a ensaios de biodegradacao (Abbasnezhad et

al., 2008; de Carvalho et al., 2009).

5. 1. 4 Producao de metabdlitos

A medida do pH da fase aquosa € uma forma indireta de avaliar o
crescimento bacteriano as expensas de misturas de diesel/biodiesel como
unica fonte de carbono. Muitos &cidos organicos, oriundos da degradacao
desses combustiveis, sdo produzidos antes de serem incorporados as vias do
ciclo do &cido citrico durante o crescimento microbiano, podendo provocar a
acidificacdao do meio (Videla et al, 1994; Bento et al., 2004; Bacosa et al.,
2010). Em um estudo, por exemplo, foi analisada a fase aquosa do meio
mineral contendo diesel apds 60 dias de incubacao com Aspergillus fumigatus,

encontrando uma série de acidos organicos como o &cido propidnico e 2-etil-
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hexanoico, além de acetonas e alcodis (Bento et al., 2005a). Estes ultimos
possivelmente tendem a sofrer oxidacao para entrar nas vias do ciclo de Krebs,
contribuindo também para acidificacdo do meio. Entretanto, no presente
estudo, nenhum dos 10 isolados apresentou reducao significativa no pH apds
os 14 dias de incubagdo. Por outro lado, coincidentemente, Bacillus
megaterium (1), embora ndo tenha apresentado diferengas significativas em
relagdo ao controle negativo (sem indculo), apresentou menor pH dentre todos
os isolados para o tratamento B100 (pH = 6,71), da mesma forma que obteve
maior taxa de crescimento celular por meio de proteinas totais (0,997 mg mL -
'). Além dos metabdlitos produzidos por meio da degradacéo, a reducdo do pH
da solugdo aquosa também pode ser causada tanto pela lise celular quanto
pela producao de acidos organicos gerados durante a degradacao abidtica do
diesel e/ou biodiesel (Blucker et al, 2011). Assim, mesmo havendo um
crescimento celular relativamente elevado para varios isolados, observada pela
turbidez do meio, principalmente para B20 e B100 (Figura 15), n&do foi
verificada redugcdo nas medidas de pH. Segundo Biicker et al. (2011), duas
hipdteses podem ser lancadas para esse fato: ou ndo houve producéo
suficiente de metabdlitos acidos para reduzir substancialmente o pH do meio
mineral ou existiu uma relacdo diretamente proporcional da presenca de
compostos contendo fosfato (5 g L) e o efeito tamponante que esse
macronutriente pode provocar. Para corroborar o efeito tampao do meio
mineral utilizado, foi realizado um experimento em que foi adicionado a cada
ponto 1 mL a 1M de um &cido forte (HCI) ou uma base forte (NaOH) em 25 mL

de meio mineral de solugdo a pH inicial de 7,2, a fim de verificar qual seria o
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volume necessario para alterar o pH em uma unidade em dado volume (Figura
43). Pode-se constatar que até o volume de 0,4 mL - tanto de solucéao acida
quanto basica - ndo houve uma alteracao abrupta, variando o pH apenas entre
6 a 8 (Figura 38). Isso demonstra que € necesséaria uma quantidade elevada de
metabdlitos acidos produzidos e liberados em solugcdo aquosa pela microbiota
degradadora desses biocombustiveis, a fim de que haja alteracdo substancial
no pH. Por outro lado, em outro estudo, foi verificada a diminuicdo de pH de 7,2
para 4,8 quando uma linhagem de Bacillus subtilis sofreu crescimento em meio
mineral Bushnell-Hass as expensas de diesel apdés 60 dias de incubagao
(Bento et al., 2004). Todavia, a variacao do pH, nesse caso, pode ter sido mais
intensa, uma vez que, nesse meio mineral, foi adicionada uma quantidade de
2 g L de macronutrientes contendo fosfato (Bushnell & Haas, 1941), sendo 3g

L™ a menos do que o meio mineral MM,

12

pH
o

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Volume (mL)

—&— NaOH
—O— HCI

Figura 38: Adicao de solugao de HCI ou NaOH 1M (mL) em 25 mL de meio mineral MM1
(Richard & Vogel, 1999).
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5. 1. 5 Avaliacao da atividade enzimatica

E importante ressaltar que somente foram realizadas avaliacées da
atividade enzimética especifica para a mistura B20, uma vez que essa mistura
possui tanto a fracdo diesel quanto a biodiesel, a fim de ser possivel a
comparacgao e a andlise das diferentes respostas enzimaticas. Sendo assim, ao
comparar a curva de crescimento celular com a atividade das enzimas com
potencial degradador para a mistura B20, observou-se que os isolados que
apresentaram maiores valores para proteinas totais também foram os que mais
apresentaram maior atividade para as respectivas enzimas, como foi o caso,
principalmente, de Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2), Pseudomonas
aeruginosa (5) e Stenotrophomonas maltophilia (6) (Tabela 5). Diante dos
resultados obtidos, verificou-se que Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus
(2), por terem apresentado valores consideravelmente elevados tanto para
alcano hidroxilase quanto para hidrélise do p-NPA, provavelmente tenham
utilizado, em grande proporg¢ao, as fontes de carbono de mais facil degradacgao,
como o grupo dos alcanos e o grupo dos ésteres da mistura, proporcionando,
assim, um crescimento significativo em relacdo aos demais apdés 14 dias.
Segundo a literatura, a producdo enzimatica esta estreitamente relacionada a
degradacdao de compostos organicos hidrofobicos (Atlas; 1981; Leahy &
Colwell, 1990; Watkinson & Morgan, 1990; Wick et al., 2001; van Hamme et al.,
2003). Além disso, foram as mesmas quatro bactérias, Bacillus megaterium (1),

Bacillus pumilus (2), Pseudomonas aeruginosa (5) e Stenotrophomonas
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maltophilia (6), que apresentaram as maiores atividades enzimaticas para as
dioxigenases. Quando linhagens de Pseudomonas foram submetidas a
incubagcédo por 48 h em meio mineral, suplementadas com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e peptona, apresentaram valores de 578 — 2593,10 — 38
e 0 - 1215 U. mg™ de proteinas para C1,20, C2,30 e P3,40, respectivamente
(Cenci et al., 1999), embora 0 meio com peptona possa ter estimulado a
expressdo génica para as enzimas C1,20 e P3,40. Em outros estudos com
compostos aromaticos, mesmo que as fontes de carbono e as condi¢gbes de
cultivos ndo sejam os mesmos (Cenci et al., 1999; Cai et al., 2007), foram
encontrados niveis relativamente expressivos para as trés dioxigenases
avaliadas. Em vista disso, esses micro-organismos, ao utilizarem fontes de
carbono mais labeis como a fracdao biodiesel e hidrocarbonetos alifaticos,
provavelmente ndo s6 conseguiram estabelecer uma estrutura populacional
significativa ap6s um periodo de adaptacado, mas também puderam exibir um
suporte enzimatico, a fim de biodisponibilizar uma quantidade significativa de
carbono de facil obtencdo para produgdo de energia pela célula - o que
possivelmente contribuiu para a degradacao das fragbes mais recalcitrantes da
mistura, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Varios autores
reforcam que a biodegradacao das fragcdes pesadas de derivados do petréleo
pode ser tanto estimulada quanto aumentada, devido ao fenémeno do
cometabolismo microbiano (Zhang et al., 1998; Pasqualino et al., 2006). Esse
fenbmeno vem sendo bastante discutido e estudado, principalmente para

misturas de diesel/biodiesel (Pasqualino et al., 2006; Owsianiak et al., 2009).
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Ao avaliar a biodegradabilidade da fracdo do diesel presente na
mistura, pode-se verificar que a atividade enzimatica para alcano hidroxilase,
em comparagdo as enzimas dioxigenases, foi bastante elevada, reforcando,
portanto, a ideia de que os hidrocarbonetos alifaticos foram utilizados de
maneira significativa como fonte de carbono, uma vez que sdo também os
constituintes mais abundantes presentes na mistura do diesel (Lin et al., 2008).
Além disso, deve-se ponderar que a deteccdo dos baixos valores para as trés
enzimas do grupo das dioxigenases em relagdo as alcano hidroxilases seja
devido ao fato de os compostos arométicos, além de reconhecidamente mais
dificeis de serem degradados pela presenca dos anéis de ressonancia,
encontrarem-se em baixas concentracdes na mistura, dificultando a interacéao
enzima-substrato (Wick et al., 2001).

Para a atividade de esterase, a medida que o tamanho da cadeia
carbénica do grupo éster aumenta (C, — Cig), a taxa e a velocidade de
biodegradagao desses compostos diminuem (Boczar et al., 2001; Casaburi et
al., 2006). Dessa forma, mesmo considerando que a maioria dos constituintes
presentes na fragdo biodiesel apresenta ésteres na faixa de Cis — C1s, foram
observados valores expressivos para a hidrolise do p-NPA (éster de dois
carbonos) para todos os isolados, em especial para o 2. Confrontando com
outros trabalhos, foram determinados valores para atividade de esterase (p-
NPA) na faixa de 9,18 — 607,31 U. mg™' de proteinas para varias espécies de
Staphylococcus apds 24 horas de incubacao (Talon & Montel, 1997). Ja para
Streptomyces diastatochromogenes, foi encontrado um valor de 150 U.mg™' de

proteinas apo6s cinco horas de crescimento celular (Bornscheuer &
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Khalameyzer 1999). Todavia, muitas vezes torna-se dificil realizar
comparagdes em diferentes estudos para avaliagdo da atividade de esterases,
dentre outras enzimas, uma vez que é utilizada uma ampla variedade de
substratos (pNP-acetato, butirato, palmitato, laurato, dentre outros), além de
variagdes nas técnicas, como leituras espectrofotométricas por comprimentos
de onda e condicbes de pH consideravelmente distintos (Panda &
Gowrishankar, 2005), sem levar em conta os diferentes micro-organismos
avaliados, o tempo de incubagdo e os meios de cultivo. Ainda, € importante
ressaltar que, quanto menor a cadeia carbdnica do grupo éster, menos
especifica € a relacdo entre a enzima e o substrato, podendo varias enzimas
do grupo das esterases e, até mesmo, muitas lipases, atuarem na hidrélise
(Rotman & Papermaster, 1966). Embora esse fator pareca demonstrar um
problema para as analises enzimaticas, muitos substratos utilizados em
bioensaios com cadeias carbbnicas curtas, como é o caso do p-NPA, ao
contrario, podem contribuir para ampliar o poder de detecgcdo de um grupo
inespecifico de enzimas que promovam a degradagao da fragéao biodiesel. O p-
NPA pode expressar resultados mais abrangentes em relagdo a atividade de
esterases em comparagao com outros substratos de cadeias carbénicas de até
Cis, visto que enzimas que degradam cadeias longas podem vir a degradar
cadeias curtas de funcao éster, sendo que o contrario nao é verdadeiro (Jaeger
et al., 1994). Diante desses argumentos, os resultados em relagao a liberacao
de acidos graxos pelo método titulométrico foram mais expressivos para 0s
isolados Bacillus megaterium (1), Bacillus pumilus (2), Stenotrophomonas

maltophilia (6) e 9, apresentando também os melhores resultados para a
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hidrélise do p-NPA para os dois primeiros isolados, o que reforca a ideia de que
o p-NPA pode ter sido degradado também por enzimas que degradaram os
triglicerideos do 6leo de oliva. Ainda, complementando a presenca de hidrélise
de ésteres pelo método em placa, foi verificado, em sua maioria, resultados
positivos, salvo com os isolados 3 e 7 para o tratamento B20. E importante,
desse modo, ponderar que testes qualitativos podem nao apresentar 100% de

sensibilidade.

5. 1. 6. Selecao de um consoércio microbiano

O critério principal para eleger um consoércio microbiano foi avaliar
nao so6 se foram detectadas melhores respostas de acordo com cada método
de avaliacdo, mas também e, sobretudo, se houve uma interrelacdo entre os
resultados para cada isolado, sendo comparados entre os diferentes métodos.
Quando esse ultimo argumento se mostrou positivo, deu-se peso 2 para o
método. Caso contrario, foi atribuido peso 1 para as melhores respostas,
quando nao houve, no entanto, essa conexdo (Tabela 8). Dessa forma, a
avaliacdo da atividade de vérias enzimas, além da estimativa da producéo de
biossurfactantes e da detecgdo da hidrofobicidade, aliada ao crescimento
celular, foi uma ferramenta favoravel, a fim de eleger quatro micro-organismos
potencialmente degradadores para as misturas B0, B20 e B100, todos isolados
de uma célula de Landfarming. Segundo a Tabela 9 e de acordo com o
sequenciamento da regidao 16S do RNA ribossémico, foi possivel identificar os

seguintes isolados: 1 (Bacillus megaterium), 2 (Bacillus pumilus), 5
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(Pseudomonas aeruginosa.) e 6 (Stenotrophomonas maltophilia), embora a
medida do pH nado tenha contribuido para a selecdo do consércio. Foi
verificado que tais géneros selecionados para o consorcio degradador
apresentam intensa relacdo com processos de biodegradacao das fracoes
presentes nas misturas de diesel/biodiesel de acordo com os dados da
literatura publicados nas ultimas décadas (Atlas, 1981; Leahy & Colwell, 1990;
Donofrio, 1996; Jacques et al., 2005; Jacques et al., 2007; Chao et al., 2010;
Thavasi et al., 2011).

Portanto, esses isolados constituiram um consoércio bacteriano, a fim
de avaliar a biorremediacdo de misturas de diesel e biodiesel em dois tipos de
solos, simulando um derramamento superficial desses combustiveis (B0, B20 e
B100). Além disso, foi constatado que os isolados da célula de Landfarming
foram mais efetivos para compor o consércio bacteriano do que os isolados

selecionados de uma borra oleosa a partir da centrifuga de biodiesel.

Tabela 8: Comparacao dos resultados obtidos por diferentes métodos de deteccao da

biodegradabilidade para selecionar um consoércio bacteriano

Métodos de deteccao Melhores resultados ?
Proteinas Totais B0 *2 8 5

Proteinas Totais B20 2 1 2 7 6 8 5
Proteinas Totais B100 ™2 1 5 7

Tensao Superficial BO ®

Tens&o Superficial B20 2 1 5

Tens&o Superficial B100 2 5 1 8

IE > 40% B0 7 10

IE > 40% B20 ' 1 10 7

IE > 40% B100 ' 7 9 1 10 8
Hidrofobicidade B0O ™ 1 6 7




Hidrofobicidade B20 '
Hidrofobicidade B100 ™

Esterase em Placa B20/B100 °
Alcano Hidroxilase B20 2

Catecol 1,2-Dioxigenase B20 ®2
Catecol 2,3-Dioxigenase B20 ©2
Protocatecol 3,4-Dioxigenase B20 ©2
Esterase (pNPA) B20 ©2

Lipase B20 2 9

NN == O = == b~ O O

- O 01 M OO 0O © =
D O© ©O© N O N © 00N

1

2 O primeiro isolado da esquerda apresenta respostas mais representativas para cada

método, seguindo uma ordem decrescente para os valores da esquerda para a direita;

® Avaliagdo apés 14 dias;

¢ Média da atividade enzimatica especifica de trés pontos (tempos 1, 7 e 14 dias);

' peso 1 para critérios de selecdo dos micro-organismos (consorcio);

Zpeso 2 para critérios de sele¢ao dos micro-organismos (consorcio).

Tabela 9: Identificacdo dos isolados para compor um consécio bacteriano por
sequenciamento parcial da regido 16S ribossémico

Isolado Espécie mais proxima N°acesso Similaridade (%)
1 Bacillus megaterium CP001982.1 99
2 Bacillus pumilus HQ851056.1 100
5 Pseudomonas aeruginosa EU194235.1 100
6 Stenotrophomonas maltophilia CP001111.1 99

5. 2 Biorremediacao de misturas de diesel/biodiesel (B0, B20 e

B100) em dois tipos de solos

5. 2. 1 Avaliacao da atividade respiratoria

A liberacdo de CO, em solos € uma forma indireta de estimar a

descarboxilagdo de compostos organicos que sdo degradados no sistema
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(Margesin et al., 2000). E importante considerar que, dos seis tratamentos com
maiores valores cumulativos para a atividade de liberagcdo de CO, durante 60
dias de incubacgao, cinco corresponderam a estratégia de Bioaumentacéo.
Provavelmente a adicdo de nutrientes em uma relacdo C: N: P especifica
(120:10:1), associada ao consoércio microbiano inoculado, possa ter favorecido
para o aumento da atividade respiratoria. Além disso, verificou-se que todos os
mesmos seis tratamentos apresentaram, em sua composicéo, ou B20 ou B100,
demonstrando que o biodiesel pode contribuir para o aumento da degradacéo,
devido a sua maior facilidade de incorporar-se as células microbianas para
obtencéo de energia em comparacgao ao diesel (B0) (Figuras 28 e 29) (Mariano
et al., 2008 e Junior et al., 2009). Também foi observado que os resultados
mais significativos para a atividade respiratéria corresponderam aos
tratamentos para solo argiloso, mesmo nao havendo diferencas na degradacao
para o BO e B20 entre os solos. Dessa forma, sugere-se que a maior atividade
respiratoria para o solo argiloso possa ser explicada, uma vez que a microbiota
nao sé degradou o conteudo de combustivel adicionado, mas também os
constituintes carbodnicos intrinsecos do solo, sendo encontrado um teor de 1,1 e
2,5% de matéria organica para o solo arenoso e argiloso, respectivamente
(Tabela 1). Segundo um estudo realizado por Baptista et al. (2005) sobre a
estimativa da biodegradacdo de petréleo incubado por 45 dias em um solo
argiloso, a maior taxa respiratéria encontrada também correspondeu ao maior
percentual de degradagcdo da matéria organica, sendo esta reduzida em 50%.
Para outro estudo, também foram observadas maiores emissées de CO, para

um solo argiloso em relagdo a um arenoso (Labud et al., 2007). Assim, a
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matéria organica, mesmo apresentando grande quantidade de material
recalcitrante, como acidos humicos e fulvicos, pode ser utilizada como fonte de
carbono e energia alternativa, a medida que substratos comparativamente mais
labeis, como misturas de diesel/biodiesel, sdo adicionados. Desse modo, a
manutencdo da estrutura populacional microbiana ao longo do tempo de
incubacgéo provavelmente possa contribuir para a degradagcéo de compostos de
mais dificil degradacao, devido ao cometabolismo (Johnsen et al., 2005). No
presente estudo, isso se comprova ao observar um decréscimo do tamanho da
maioria das populag¢des para os tratamentos controle, devido a falta de carbono
de facil degradacédo, tanto que as taxas respiratorias se mostram baixas, nao
havendo provavelmente altas taxas de degradacao da matéria organica. Além
disso, é importante considerar também que, devido ao solo argiloso apresentar
maiores teores de argila em relacdo ao arenoso, muito macro e micronutrientes

podem ter contribuido para o incremento da atividade microbiana no solo.

5. 2. 2 Avaliacao da atividade de desidrogenase

Para a atividade enzimatica de desidrogenase, & fundamental
reforgar que, a medida que a atividade da enzima aumenta, a biodegradacao
aumenta proporcionalmente, uma vez que um grande grupo dessas enzimas
participa de processos relacionados a assimilacdo de carbono pelo ciclo de
Krebs (Schinner et al., 1996; Margesin et al., 2000). Diante disso, pode-se
tragar um perfil enzimatico ao longo dos 60 dias de incubacdo, destacando

duas questdes relevantes: 1) nos primeiros dois pontos de monitoramento da
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atividade enzimatica (tempo zero e tempo 7 dias), verificaram-se maiores
valores para os tratamentos de Atenuacdo Natural em comparacdo a
Bioaumentagdo, como A ARG B20 (74,30 e 84,82) e A ARG B100 (76,06 e
101,69 pg de TPF. g de solo seco™, respectivamente), apresentando, a partir
do vigésimo dia de incubacdo, abrupta diminuicdo relativa da atividade da
enzima para a Atenuacao Natural (Figura 31); 2) A partir do periodo de
incubacgéo de 21 dias, foi possivel verificar altos niveis de atividade enzimética
para alguns tratamentos de Bioaumentagdo, destacando o B ARG B0, B20 e
B100 (Figura 33). Esse ultimo tratamento apresentou uma crescente atividade
a medida que o tempo de incubacado aumentava, atingindo valores de 368,12 e
312,15 pg de TPF. g de solo seco' para os tempos 49 e 60 dias,
respectivamente. Isso demonstra que a adigcdo de nutrientes como o Nitrogénio
e o Fosforo, pelo menos para esses tratamentos, foram decisivos para o
aumento do metabolismo microbiano. Entretanto, provavelmente, a relativa
demora do aumento da atividade enzimatica tenha ocorrido, uma vez que tanto
o consércio inoculado pudesse estar em processo de adaptacdo quanto os
macronutrientes adicionados pudessem demorar ao serem assimilados pela
célula. Margesin et al. (2000) encontraram resultados semelhantes,
demonstrando que a atividade de desidrogenase, ao ser comparada com a
respiracdo microbiana, apresentou flutuagdes nas primeiras semana, obtendo
valores maximos de expressdo enzimatica apenas entre 11° e 25° dias de
incubacao, no total de 90. No presente trabalho, em condicdes sob Atenuacao
Natural, sugere-se que alguns tratamentos ndo se mantiveram com atividade

enzimatica de desidrogenase ao longo de todo o tempo de incubagao, posto
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que provavelmente a escassez de macronutrientes no solo possa ter sido um
fator limitante para a atividade da enzima, ainda que tenham apresentado taxas
de degradacao elevadas. Frente a esses resultados, verifica-se que todos os
tratamentos submetidos ao solo argiloso apresentaram os maiores valores para
a atividade enzimatica nos diferentes pontos de monitoramento enzimatico,
considerando as duas estratégias de Biorremediacdo. De um modo geral, os
maiores valores para atividade enzimatica foram encontrados para os
tratamentos com B100. Fato este pode ser corroborado a partir dos estudos de
Lapinskiene et al (2006), no qual os autores compararam resultados da
atividade de desidrogenase tanto para diesel quanto para biodiesel em solos
apos 6 dias de incubacéao, verificando que, a medida que o percentual de
biodiesel era adicionado ao solo (de 1 a 12%), a atividade da enzima
aumentava, sendo os valores sempre superiores ao BO; ja para o diesel, apos a
concentracao de 3%, a atividade enzimatica comegou a apresentar diminuicao,
provocando redugdes na populacdo microbiana. No entanto, para o presente
estudo, embora se tenham encontrado valores enzimaticos superiores para
B100 em relacdo a BO, ndo foram observadas diferencas no tamanho da
populacdo de degradadores, demonstrando auséncia de toxicidade,
principalmente para BO, visto que a concentracdo de combustivel adicionado
ao solo ndo ultrapassou 3%.

Tracando uma relagdo dos resultados de producdo cumulativa de
CO. com a atividade enzimatica de desidrogenase, pode-se verificar que 0s
tratamentos que apresentaram as maiores taxas respiratorias também foram os

que demonstraram maiores valores para a atividade enzimatica, enfatizando
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quatro principais microcosmos: A ARG B100, B ARG B0, B ARG B20 e B ARG
B100. A partir dessa analise, fica claro que a presenca de nutrientes associada
a maior quantidade de matéria organica do solo, representada pelo solo
argiloso, foi preponderante para maior incremento na dindmica da populacao

microbiana.

5. 2. 3 Estimativa da biodegradabilidade das misturas de

diesel/biodiesel

Ao comparar as diferentes estratégias de Biorremediagcao, de acordo
com os percentuais de degradacao para os tratamentos B0 e B20, verificou-se
que nao houve diferengas significativas entre elas, inclusive entre os dois tipos
de solos, mantendo o tamanho das popula¢des de degradadores ao longo dos
60 dias de incubacdo em torno de 10° — 108 UFC. g de solo seco™ (Figuras 39
— 42). Muitos trabalhos constataram o sucesso da Biorremediacado Intrinseca,
na qual a biodegradacéo de hidrocarbonetos pode ser eficiente principalmente
quanto a presenca de bactérias e fungos indigenas (Bento et al., 2005b; Sarkar
et al., 2005; Margesin et al., 2007; Di Toro et al., 2008). No entanto, é relevante
considerar que o tratamento A ARE B0, mesmo apresentando diminuigdo no
tamanho da populacdo degradadora a partir do 35° dia de incubacéo,
apresentou degradacdo elevada da fracdo leve do diesel (96,5 %). Isso
demonstra que essa populagcao provavelmente exibia um suporte metabdlico e
genético favoravel, mesmo em condi¢cées de Atenuacado Natural para degradar

hidrocarbonetos nas primeiras semanas de incubagcao. Em linhas gerais, ao
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comparar as duas estratégias de Biorremediacao, foram alcancadas altas taxas
de degradacao para os tratamentos contendo BO e B20 (acima de 90%). No
entanto, a Bioaumentacgao e o solo argiloso ndo se mostraram vantajosos para
aumentar a degradacdo dessas duas misturas. O contrario ocorreu apenas
entre os tratamentos contendo B100 (Tabela 6).

Com excegéo do tratamento B ARG B100, o B100 apresentou menor
degradacgao ao ser comparado as misturas BO e B20 para as duas estratégias
de Biorremediacdo. Por outro lado, ARE B100 e ARG B100 apresentaram
maiores percentuais de degradacdo para Bioaumentacdo em relacdo as
mesmas concentracdes em Atenuacdo Natural, sugerindo que a adicao de
nutrientes como o Nitrogénio e o Fésforo, associada a inoculagdo de consércio
bacteriano selecionado, tenha contribuido para o aumento da assimilagao do
biodiesel pelos micro-organismos presentes no solo. De acordo com Fantroussi
& Agathos (2005), a combinacdo da bioaumentacdo com a bioestimulacéo
deve mostrar uma estratégia promissora, pois tanto micro-organismos
exogenos quanto indigenas podem ser beneficiados pela adi¢do de nutrientes
ao sistema. Contudo, no presente estudo, é interessante salientar que os
tratamentos contendo B100, ao mesmo tempo, que apresentaram baixo
percentual de degradagdo, também foram os que demonstraram maiores
valores para a atividade enzimatica e producao cumulativa de CO.. Isso pode
ser explicado, visto que esses resultados podem ter sido gerados nao s6 pela
prépria degradacdo do biodiesel, mas também pela assimilagdo da matéria
organica do solo por meio do cometabolismo. Ainda, outro fator que pode ter

dificultado a interpretacao dos resultados para B100 foi calcular a degradacao
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do biodiesel apenas a partir da estimativa de estéreis totais como parametro
para avaliar o consumo do biocombustivel no solo. O biodiesel é produzido por
um processo de transesterificacao, transformando triglicerideos, com auxilio de
uma base forte, para formar estéreis e glicerol. Todavia, o glicerol deve ser
retirado do sistema para manter o controle de quantidade, uma vez que pode
prejudicar o motor e, inclusive, causar danos aos ecossistemas quando esse
subproduto sofre combustéo (Li et al., 2009). Assim, é permitida por lei uma
quantidade muito pequena de glicerina na mistura. Segundo o padréao
internacional para especificacdo do biodiesel, a mistura deve apresentar, no
minimo, 96,5 % de ésteres e, no maximo, 0,25% de glicerina total e 0,02% de
glicerina livre, assim como limites aceitdveis de 0,8, 0,2 e 0,2%,
respectivamente, para mono, di e triglicerideos, a fim de manter o padrao de
qualidade do biocombustivel (ANP 2009; Atadashi et al., 2010). No entanto,
esse controle, na pratica, nem sempre ocorre, sendo encontrados na mistura
outros compostos, além do glicerol, como residuos de mono, di e triglicerideos,
alcodis, catalisadores dentre outros subprodutos em concentragdes acima do
permitido. Embora se tenham encontrado baixas taxas de degradacdo de
ésteres totais tanto para os tratamentos B20 quanto para B100, pode-se inferir
que, pelo fato de principalmente os tratamentos B100 demonstrarem altas
taxas metabdlicas para atividade respiratéria e de desidrogenase, é provavel
que, além da degradacao da propria matéria organica do solo, tenham sido
metabolizados, como fonte de carbono e energia, outros constituintes do
biodiesel. Ainda que inexistam trabalhos sobre a comparacao biodegradadora

de estéreis, de glicerideos e de glicerol presentes no biodiesel, acredita-se que
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esses dois Ultimos componentes possam apresentar preferéncia por micro-
organismos degradadores, quando comparados aos estéreis, devido as rotas
mais simplificadas para assimilacao dessas fontes de carbono pela célula.

Considerando todos os resultados obtidos para esse estudo, a
Bioaumentagdo ndo apresenta limitagdes Obvias quanto a degradagao
microbiana. Entretanto, essa estratégia pode apresentar falhas (Thompson et
al., 2005). Considerando a ecologia microbiana, a sele¢do de linhagens vem-se
baseando em um Unico critério-chave, a fim de capacitar micro-organismos
para a degradacdo, sem levar em conta o potencial dessas cepas em se
proliferarem ativamente nos diferentes locais onde foram aplicadas. Assim,
como demonstrado em alguns trabalhos, a Bioaumentacdo com micro-
organismos exogenos, geralmente, acaba sendo eficiente apenas nos
primeiros dias de incubacao, devido a dificil tarefa de adaptacao aos fatores
fisicos, quimicos e biolégicos de cada solo (Schwartz & Scow, 2001; Bento et
al., 2005b; McKew et al., 2007).

Assim, mesmo diante da ineficiéncia que consércios microbianos
exégenos podem geram em relacdo a degradacdo de misturas de
diesel/biodiesel, uma vez que linhagens isoladas de um solo A néao
necessariamente podem ser aplicadas em um sitio contaminado B, devido a
grande complexidade desses sistemas (Hosokawa et al., 2009), deve-se
considerar a possibilidade de investir em bancos de consércios microbianos
com potencial degradador. Essa alternativa pode aumentar as probabilidades
de sucesso de degradacao de areas contaminadas por combustiveis, uma vez

o tempo exigido para o isolamento e o enriquecimento de micro-organismos
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que sao reintroduzidos no mesmo local impactado (autéctones) nem sempre é
viavel na pratica. Dessa forma, ao organizar um banco de dados com registros
detalhados das caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas dos solos
impactados nos quais os isolados foram obtidos, as chances de escolher um
consércio compativel com o solo de interesse a ser descontaminado pode ser
maior. Associado a isso, adicionar inUmeras vezes 0 inéculo ao longo da
incubag&o em troca de uma unica aplicagéo no inicio dela pode contribuir para
o estabelecimento das populagbes exdgenas e, por conseguinte, aumentar a
degradacgéo das misturas de diesel/biodiesel no solo, evitando quedas abruptas
na estrutura populacional, causadas, principalmente pela competicdo dos
micro-organismos autoctones e predacao por protozoarios (Schwartz & Scow,

2001).



6. CONCLUSOES

Foi possivel selecionar um consorcio bacteriano potencialmente
degradador para as misturas de diesel/biodiesel (B0, B20 e B100).

De acordo com os altos niveis de degradagcdo encontrados,
principalmente para BO e B20, pode-se afirmar que a Bioaumentagdo nao se
mostrou eficaz para esses tratamentos, porque nao foram encontradas
diferencas na degradacdo para as duas estratégias de Biorremediacao
utilizadas.

A Bioaumentagdo mostrou-se vantajosa apenas para tratamentos
B100 para ambos os solos, demonstrando que adigdo de nutrientes, associada
ao consoércio inoculado, foi importante para o aumento da Biorremediacéo do
biodiesel.

E fundamental que sejam avaliados outros componentes da fragdo
biodiesel, além dos ésteres totais, a fim de se obter resultados de degradacao
mais fidedignos, visto que o0s micro-organismos podem utilizar outros

compostos de mais facil assimilagao como fonte de carbono e energia.



7. PERSPECTIVAS

Tracar um perfil das comunidades microbianas no inicio e no final do
experimento de Biorremediacao (Atenuag¢ao Natural e Bioaumentagao) para os
dois solos (argiloso e arenoso) e para as trés concentragées de combustivel
(B0, B20 e B100) a partir da técnica de PCR-DGGE;

Avaliar os cromatogramas da fracdo diesel, a fim de verificar quais
hidrocarbonetos da fracao leve (Cg — C2s) que sofreram maior degradacao;

Avaliar outros compostos presentes no biodiesel, como o glicerol e
triglicerideos, além dos ésteres totais, para determinar com mais precisdao o
percentual de degradacao do biocombustivel em solos;

Realizar a prospeccdo de micro-organismos potencialmente
degradadores em solos contaminados por combustiveis em postos de
abastecimento de Porto Alegre, com o objetivo de montar um banco de
consércios microbianos, a fim de aumentar a probabilidade de sucesso em
sistemas de Bioaumentacao em solos cujas caracteristicas sejam semelhantes.

Avaliar as concentracbes de TPH ao final do processo de
Biorremediacao, verificando se o solo, apés o processo, apresenta niveis
aceitaveis de contaminacgao, a fim de ser destinado a um aterro de residuos
Classe |, estando em consonéancia com as especificagcbes do érgao ambiental

competente.
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9. ANEXOS

9. 1 Meio Mineral MM1, pH = 7,2 (Richard & Vogel, 1999).

Solucao de Macronutrientes

Reagentes gL™ Substituto gL
KCI 0,7
KH2P04 2,0 NaHgPO4H20 2,9
NasHPO,4 3,0
NHsNO3 1,0

Solugao de Micronutrientes (1mL/L)

Reagentes gL™ Substituto gL
MgSO, 4.0 MgSOa.7H,0 8,20
FeSO,4 0,2 FeS04.7S04 0,36
MnCl, 0,2 MnCl,. 4H,0 0,31
CaCly 0,2 CaCl.2H.0 0,26

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a 121 °C.
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9.2 Meio Agar Nutriente, pH = 7,0.

Reagentes gL’
Extrato de Carne

3,0

Peptona Bacteriolégica 5,0

Agar Bacteriolégico 15,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a 121 °C.

9. 3 Coloracao de GRAM dos 10 isolados pré-selecionados

Isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Morfologia Celular B B B B B B C/B
GRAM + + - - - - + - - +

9. 4 Caldo Nutriente, pH = 7,0.

Reagentes gL’
Extrato de Carne

3,0

Peptona Bacteriolégica 5,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a
120 °C.

9. 5 Solucao Mineral com Indicador-Redox (TTC ou DCPIP)

Solugéo Volume

MM1 400 mL
TTC ou DCPIP (0,25¢g L") 100 mL
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Obs.: Diluir a solugdo A em B e autoclavar por 20 min. a 121 °C. Proteger o0 meio da

luz, cobrindo o frasco com papel-aluminio.

9. 6 Monitoramento de Temperaturas Minimas e Maximas e a Média
Ponderada (22,63 °C).

40
—&— Temperatura Maxima
—O— Temperatura Minima
35 — — Temperatura Média Ponderada

30 A

A\/

°C)

Temperatura (

20 A

10 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (dias)

9. 7 Meio de Crescimento para extracao de DNA cromossémico. Caldo
infuso do cérebro e coracao (BHI).

Reagentes gL’
NaCl 5,0
Dextrose 2,0
Na.PO4 2,5

Infuso de Cérebro e Coracao* 17,5
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Peptona de Carne 5.0
Peptona de Caseina 5,0
* 12,5 g (cérebro de carneiro) + 5,0 g (coracao de boi).
9.8 TE 1X-10 mM TRIS, 25 mM EDTA, pH = 8,0.
Reagentes Volume
1,0 mL
TRIS
EDTA
5,0 mL
Agua 94 mL
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9. 9 Perfil Bioquimico dos quatro isolados relacionados para o

consorcio
Testes/Isolado 1 2 5 6
Morfologia celular Bacilo Bacilo Bacilo Coco/bacilo
Gram + + - -
Catalase + + + +
Motilidade (SIM) - - + -
Indol (SIM) - - - -
H.S (SIM) - - + -
VM + + - -
VP + + - -
NOs/NO2 + + 4 +
Fenilalanina - - + -
Citrato - - - -
TSI + + + -
Oxidacao + + + —
Fermentacao + + — —
Ureia - - - —
Oxidase - - + -

Endésporos - - — —
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