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RESUMO

O petréleo constitui uma das mais importantes fontes de energia mundial, porém
também é uma das causas mais agravantes da poluicdo ambiental, porque sdo comuns
derramamentos, vazamentos e eliminacdo inadequada de residuos, em que o petréleo entra em
contato com o ambiente, no qual pode persistir por longos periodos. E necessario, portanto, o
desenvolvimento de métodos de tratamento, dentre os quais, destaca-se a biorremediacéo. Esta
trata-se de um método eficiente e de baixo custo, caracterizado pelo uso de micro-organismos
para degradar contaminantes em compostos com menor toxicidade. Para otimizar este processo,
estes micro-organismos podem ser combinados, produzindo-se consércios, com a possibilidade
de degradar completamente os residuos. Além disso, esses consorcios podem ser imobilizados,
a fim de manter a viabilidade celular e a protecdo dos micro-organismos. Neste sentido,
objetivou-se desenvolver microesferas a partir da imobilizacéo de cinco consorcios de bactérias
extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras para a degradacdo de petroleo. Sete
bactérias, Bacillus sp.t, Bacillus sp.2, Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.3, Microbacterium sp.,
Bacillus sp.* e Bacillus sp.°, foram analisadas quanto ao potencial de degradacéo por meio de
testes individuais em reatores, para diferentes intervalos de tempo (0, 24, 48 e 72 horas), sendo
mensurados parametros como: pH, temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica,
biomassa, densidade Optica e producdo de biossurfactante. E a analise da degradacdo dos
hidrocarbonetos foi efetuada por Cromatografia a Gas (CG). Apds, por meio das caracteristicas
morfofisiologicas destas bactérias, os consércios foram definidos. Para cada um deles,
produziu-se biomassa bacteriana em biorreator, que foi utilizada para a obtencdo de
microesferas a partir da imobilizacdo destes consorcios nas matrizes alginato e quitosana. Os
resultados demonstram que estas bactérias, produtoras de biossurfactante, sdo promissoras para
a degradacdo de petréleo. Por meio da CG verificaram-se taxas maximas de degradacao de
cerca de 83% em 24 horas e de 94% em 48 horas. Constatou-se, em relagdo aos consorcios, que
o0 crescimento de um micro-organismo nao interferiu no crescimento dos demais, indicando
acdo microbiana conjunta, por meio de complementariedade metabdlica. Cabe ressaltar que o
produto obtido apresentou tamanhos uniformes e resisténcia quanto a manutencdo da forma
esférica e, apds o processo de liofilizagdo, constatou-se alta viabilidade celular (cerca de 74%).
As microesferas podem constituir uma inovacdo biotecnoldgica, permitindo a otimizacéo da

biorremediagéo no tratamento de ambientes contaminados com petrdleo.

Palavras-chave: Petroderivados. Tratamento. Rizodegradagéo. Biorremediagao. Imobilizacao.



ABSTRACT

Petroleum is one of the most important sources of world energy, but is also one of the
aggravating causes of environmental pollution, because accidents such as spills, leaks in pipes
and inadequate waste disposal are common, where the oil comes into contact with the
environment, which may persist for long periods. Thus, the development of treatment methods
IS necessary, among which stands out bioremediation. This is an efficient and low cost method,
characterized by the use of microorganisms to degrade contaminants in less environmentally
harmful compounds. To optimize this process, these microorganisms may be combined,
yielding consortia with the ability to completely degrade petroleum waste. Moreover, these
consortia may be immobilized in order to maintain cell viability and protection of the
microorganisms. In this sense, the objective was to develop microspheres from the
immobilization of five bacterial consortia extracted from the rhizosphere of phytoremediator
plants for petroleum degradation. Seven bacteria, Bacillus sp.!, Bacillus sp.?,
Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.3, Microbacterium sp., Bacillus sp.* and Bacillus sp.®, were
analyzed for petroleum degradation potential through individual tests in reactors along different
times, 0, 24, 48 and 72 hours, and parameters such as pH, temperature, dissolved oxygen,
conductivity, biomass density and biosurfactant production were measured. Besides was
analyzed the hydrocarbon degradation by Gas Chromatography (GC). Then, through the
morphological and physiological characteristics of these bacteria, the consortia were defined.
For each of them, bacterial biomass was produced in a bioreactor, that was used for obtaining
microspheres from the immobilization in alginate and chitosan matrix. The results indicate that
these bacteria, producers of biosurfactant, are promising for petroleum degradation. By GC, the
maximum rates of degradation were about 83% in 24 hours and 94% in 48 hours. It was found,
in relation to the consortium, that the growth of a microorganism did not affect the growth of
the other, indicating microbial joint action through metabolic complementarity, for
hydrocarbon degradation. It should be noted that the product obtained by the immaobilization of
these consortia, has uniform size and strength to maintain the spherical shape and after the
lyophilization process, there was high cell viability (about 74%). The microspheres can be a
biotechnological innovation allowing optimization of the bioremediation process for the

treatment of petroleum contaminated environments.

Key-words: Petroleum derivatives. Treatment. Rhizodegradation. Bioremediation.

Immobilization.
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1 INTRODUCAO GERAL

O petrdleo, composto de origem fossil, de cor escura e consisténcia viscosa, trata-se de
uma mistura complexa de hidrocarbonetos e quantidades variaveis de diferentes compostos nao
hidrocarbonicos, que levou milhdes de anos para ser formado nas rochas sedimentares
(MARANHO et al., 2006; ANDRADE et al., 2010; TONINI et al., 2010). Juntamente com 0
carvao e gas natural, constitui um dos principais vetores da matriz energética mundial, tratando-
se de uma fonte de energia primaria, porém ndo renovavel (AGENCIA INTERNACIONAL DE
ENERGIA, 2007; BARROS, 2007). Sua exploracdo tem se tornado crescente ao longo das
Ultimas décadas, devido a industrializacdo e a expansdo da populacdo mundial
(BANKOVIC-ILIC et al., 2012; SPEIGHT, 2014).

Devido a intensa exploracdo, refino, armazenamento, transporte e distribuicdo de
petroleo, sdo comuns acidentes em que 0 mesmo entra em contato com o ambiente, causando a
contaminag&o dos ecossistemas (FERRERA-CERRATO et al., 2006; GERHARDT et al., 2009;
ANDRADE et al., 2010; INCKOT et al., 2011; MOREIRA et al., 2013; BRAMLEY-ALVES
et al., 2014). Essa contaminacdo pode ser resultante de derrames acidentais, vazamentos em
tanques e tubulagdes, abandonos de sitios de refinarias, uso generalizado de petroleo, além da
eliminacdo inadequada de residuos, fatores que afetam negativamente todos 0s componentes
bioticos e abidticos do ambiente (FINOTTI; CAICEDO, 2001; WHITE et al., 2006; GUEDES
etal., 2010; MALIK et al., 2012; LIU et al., 2013).

Perante esta situagdo, ha a necessidade de desenvolver técnicas de remediacdo mais
eficientes, mas com menores custos, que possam reduzir ou degradar contaminantes presentes
no solo, buscando a descontaminacdo ambiental (CUNNINGHAM et al., 1996;
FARIAS et al., 2009). Dentre essas técnicas, destaca-se a fitorremediacdo (JACQUES et al.,
2007; FARIAS et al., 2009), que utiliza sistemas vegetais e biota associada para recuperar aguas
e solos contaminados (CUNNINGHAM et al., 1996; KAIMI, 2006). A estratégia
fitorremediadora empregada pelas plantas, quando se trata de ambientes contaminados por
petroleo, é a rizodegradacdo (MA et al., 2009; ALI et al., 2013), na qual a planta favorece o
crescimento de micro-organismos na rizosfera, regido do solo sob influéncia das raizes, e onde
ocorre a maior parte das interacdes entre planta e micro-organismos (MACEK et al., 2000;
MCGUINNESS; DOWLING, 2009). A planta disponibiliza oxigénio e exsudatos (nutrientes),
e 0S micro-organismos, por sua vez, sdo o0s agentes degradadores do petrdleo, utilizando-o como

fonte de carbono, facilitando ainda, o crescimento e desenvolvimento das plantas em condigdes
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de estresse, como a poluigdo por petrdleo (SICILIANO; GERMIDA, 1998; KHAN, 2005;
SANTOS et al., 2007; GERHARDT et al., 2009; MENDES et al., 2013).

Embora varios componentes do petroleo possam ser degradados por micro-organismos
individualmente, hidrocarbonetos mais complexos necessitam da cooperagéo sinérgica entre
varias espécies de micro-organismos, 0 que pode ser favorecido pelo estabelecimento de
consorcios (bioaumento) (BENTO et al., 2003; JACQUES et al., 2007; MAQBOOL et al.,
2012). O bioaumento visa aumentar as taxas de degradacdo, por meio do fornecimento de
biomassa bacteriana para degradar o petréleo do local contaminado (MAQBOOL et al., 2012).
O uso desses consorcios, porém, é dependente da viabilidade das bactérias inoculadas, as quais
podem ser imobilizadas para otimizacdo do processo (HALL et al., 1998; MAQBOOL et al.,
2012). Deste modo, a hipGtese que norteia essa pesquisa é de que a imobiliza¢éo dos consércios
de bactérias extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras pode otimizar o processo de
degradacéo de petréleo em solo contaminado, transformando os contaminantes em subprodutos
menos nocivos ao meio ambiente.

Constituem o objeto de estudo da presente pesquisa sete bactérias extraidas da rizosfera
de plantas comprovadamente fitorremediadoras. Destas, quatro foram extraidas da rizosfera de
Echinochloa polystachya (Kunth) Hitchc., duas da rizosfera de Mimosa scabrella Bentham e
uma da rizosfera de Sesbania punicea (Cav.) Benth. Objetivou-se, portanto, desenvolver
microesferas a partir da imobilizacdo de consorcios das bactérias extraidas da rizosfera das
plantas citadas para a degradacao de petréleo.

A presente dissertacdo esta dividida em quatro capitulos. O primeiro capitulo consiste
em uma revisao de literatura sobre a importancia da rizosfera para a biorremediacéo de solos
contaminados com petrdleo, e foi elaborado conforme as instru¢es para autores da revista
International Journal of Environmental Science and Technology (Anexo I). O segundo capitulo
€ uma revisdo sobre a biorremediacdo de solos contaminados com petréleo a partir da
imobilizacdo de consorcios bacterianos, seguindo as normas da revista Journal of
Environmental Management (Anexo I1). O terceiro e o quarto capitulos referem-se aos artigos
resultantes da presente pesquisa, propostos segundo as normas estabelecidas pela revista FEMS

Microbiology Letters (Anexo I11).
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CAPITULO |

IMPORTANCIA DA RIZOSFERA PARA A BIORREMEDIACAO DE SOLOS
CONTAMINADOS COM PETROLEO

RIZOSFERA E BIORREMEDIACAO

Suellyn Homan?b, Leila Teresinha Maranho?
2 Programa de Mestrado em Biotecnologia Industrial, Universidade Positivo (UP), R. Prof.
Pedro Viriato Parigot de Souza, 5300, Curitiba, PR CEP: 81.280-330, Brasil.

b Autor correspondente. E-mail: su_homan@hotmail.com

RESUMO

Atividades relacionadas ao uso intenso de petroleo e seus derivados podem gerar consequéncias
a biodiversidade e a saide humana, visto que sdo comuns acidentes envolvendo derramamentos
no solo. Deste modo, surge a necessidade da aplicacdo de métodos de tratamento para a
descontaminacao ambiental, por meio de processos que envolvam a degrada¢édo ou reducdo dos
contaminantes. Varios métodos fisicos, quimicos e biolodgicos podem ser utilizados, por isso 0
objetivo do presente artigo é identificar os principais métodos de tratamento empregados para
a remediacdo de solos contaminados com petroleo, com destaque para a importancia da
rizosfera na biorremediacdo. Para tanto, realizou-se um levantamento de artigos, em que foi
possivel identificar a utilizacdo, as vantagens e as desvantagens de cada um dos métodos usados
para remediacdo de solos. Dentre estes métodos, a biorremediacdo destaca-se como uma
alternativa de baixo custo, baixo consumo de energia e com alta aceitacdo publica. Cabe
destacar o processo de rizodegradacao, em gue 0s micro-organismos, associados a rizosfera de
plantas fitorremediadoras, realizam a degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo. Ao final,
ressalta-se a importancia da bioprospec¢do de micro-organismos rizosféricos, autoctones, nao
patogénicos e resistentes ao contaminante, com potencial para utilizacdo em processos de

tratamento de ambientes contaminados com petroleo.

Palavras-chave: Contaminagdo por petréleo; hidrocarbonetos de petroleo; fitotecnologia;

fitorremediac&o; rizodegradacéo.
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Introducéo

O petroleo, composto originado a partir da transformacéao de grandes deposicgdes fosseis,
¢ constituido principalmente por hidrocarbonetos alifaticos ou aromaéticos e pequenas
quantidades de asfaltenos e resinas (McGuinness e Dowling 2009; Dindar et al. 2013). Cerca
de 10% de sua composicdo e formada por enxofre, 5% por oxigénio e 1% por nitrogénio (Aleixo
et al. 2007; Spiro e Stigliani 2009).

Trata-se de uma das principais fontes energéticas mundiais, sendo a industria de refino
de petréleo uma das maiores no mundo, mantendo-se em continuo crescimento, o0 que requer a
ampliacdo de sua producdo, transporte, armazenamento e distribuicdo (Agéncia Internacional
de Energia 2013; Speight 2014).

Frente a esta estruturacdo logistica de producdo e comercializacdo de petrdleo, e perante
este ambiente de contraste, em que é preciso conciliar sua crescente demanda com a protecao
ambiental, surgem preocupacdes relacionadas ao potencial de contaminacao do solo e da &gua
por meio de acidentes, cada vez mais frequentes, envolvendo hidrocarbonetos de petroleo
(Pandey et al. 2009; Lotfinasabasl et al. 2013; Bramley-Alves et al. 2014).

Estes hidrocarbonetos podem ser introduzidos no ambiente por meio de derramamentos
de bleo, vazamentos acidentais em ductos, embarcaces, plataformas de perfuracdo e producao
de 6leo e unidades industriais (Aleixo et al. 2007; Gerhardt et al. 2009; McGuinness e Dowling
2009; Das e Chandran 2011). H4, ainda, a eliminacdo inadequada de residuos e solventes
organicos (Guedes et al., 2010) e o descarte incorreto dos produtos derivados do petroleo, que
comprometem tanto o solo como as fontes de &gua (Vaitsman e Vaitsman 2006;
Rocha et al. 2010), o que pode impactar negativamente 0s ecossistemas terrestres e aquaticos
(Lotfinasabasl et al. 2013).

Dentre os diversos componentes do petroleo, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) formam um grupo de xenobidticos e, devido a sua dificil degradacédo, sdo conhecidos
por sua alta persisténcia no ambiente, 0 que aumenta a possibilidade de exposicdo da flora e
fauna a esses compostos (McGuinness e Dowling 2009; Balachandran et al. 2012;
Mohanty et al. 2013). Os HPAs sdo comprovadamente toxicos, carcinogénicos e mutagénicos,
capazes de realizar biomagnificacdo e bioacumulacao nos diversos niveis troficos das diferentes
cadeias alimentares (Guedes et al. 2010; Balachandran et al. 2012; Zafra et al. 2014).

Diante do exposto, h& a necessidade da utilizagdo de técnicas que visem a reducéo ou a
degradacdo de contaminantes presentes no solo (Farias et al. 2009). Varios métodos de

tratamento, quimicos, fisicos ou bioldgicos, estdo sendo utilizados para a minimizacéo destes



16

impactos (Pandey et al. 2009; Dindar et al. 2013). Entretanto, buscam-se técnicas viaveis e
promissoras, que tenham baixo custo, baixo consumo de energia, que possam ser realizados in
situ, além de serem altamente eficientes contra xenobidticos e permitirem a regeneragédo
sustentavel do solo contaminado (Farias et al. 2009; Wu et al. 2013). Dentro desse contexto,
destaca-se 0 processo de biorremediagédo, em que séo utilizados micro-organismos, nativos ou
cultivados, para degradar, transformar ou imobilizar contaminantes em aguas subterraneas e em
solos contaminados (Andrade et al. 2010; Weber e Santos 2013).

Este artigo descreve e analisa as principais caracteristicas dos métodos de tratamento
empregados na remediacdo de solos contaminados com petroleo, porém, com foco para a
importancia da rizosfera na biorremediacéo. Para tanto, realizou-se um levantamento de artigos
cientificos publicados, que envolvem a tematica, no periodo de 1995 a 2015, na base de dados
“Web of Science”. Foram consideradas principalmente as informagdes referentes as vantagens,
desvantagens e utilizacdo do método. Ao final, a biorremediacdo é destacada como uma
alternativa de baixo custo, baixo consumo de energia e com melhor aceitacdo publica, sendo o
processo de rizodegradacdo relevante para a bioprospeccdo de micro-organismos rizosféricos
com potencial para utilizagdo em processos de tratamento de ambientes contaminados com

hidrocarbonetos de petrdleo.

Técnicas de Tratamento

Nas ultimas décadas, varias técnicas de tratamento tém sido propostas para a remediacdo
de ambientes contaminados com petroleo e seus derivados. Essas técnicas podem ser separadas
em dois processos basicos: tratamento in situ, isto €, no proprio local em que ocorreu a
contaminacdo, e tratamento ex situ, em que o solo é removido do local para ser descontaminado.

As técnicas de tratamento ex situ e in situ podem, ainda, ser divididas em quimicas e
fisicas e bioldgicas (Tabela 1). Entre as técnicas quimicas e fisicas de tratamento ex situ,
destacam-se métodos como a extracdo quimica, utilizando um solvente individual ou uma
mistura de diferentes solventes, que agem na separa¢do das particulas maiores contaminadas do
solo ndo contaminado (Gan et al. 2009; Liu et al. 2012; Mohanty et al. 2013). Ainda, pela agéo
de solventes, os contaminantes podem ser dissociados do solo, dissolvidos ou suspensos
(Amro 2004a).

Destaca-se, também, a lavagem do solo contaminado, que consiste na escavagdo e
remocdo do solo para a remediacdo (Hans-Holgar e Alexander 2000; Juck et al. 2000),

utilizando solventes e processos fisicos (Khan et al. 2004; Frutos et al. 2012). Por meio desta
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técnica, o solo fino (argila e silte) é separado do solo grosso (areia e cascalho), sendo o ultimo
recuperado (Khan et al. 2004; Frutos et al. 2012). E ha a incineragéo, em que o solo pode ser
gueimado em centrais de incineracdo, a temperaturas que variam de 870 a 1200 °C, com o
objetivo de tornar determinado residuo menos volumoso, menos téxico ou atéxico, ou ainda,
elimina-lo (Amro 2004b; Gan et al. 2009).

Nos métodos de tratamento bioldgicos ex situ destaca-se o processo “Landfarming”,
técnica antiga e muito utilizada, que consiste na disposicdo de residuos na superficie do solo,
de forma que a microbiota autoctone atue na biodegradacdo de hidrocarbonetos
(Nakatani et al. 2008). O crescimento desses micro-organismos € estimulado por meio de
aeracdo e/ou adicdo de nutrientes, minerais e agua (Khan et al. 2004). Outro exemplo de técnica
de tratamento bioldgico envolve o uso de biorreatores, utilizados com o intuito de manter as
condic¢des otimas durante o processo, possibilitando o aumento das taxas de degradagdo dos
residuos contendo hidrocarbonetos (S& 2002).

Jaem relagdo aos métodos quimicos e fisicos in situ, ha a oxidagdo quimica, que consiste
na injecao local de produtos quimicos reativos, com a finalidade de degradar os contaminantes
por meio de reacdes quimicas, promovendo a oxidacdo ou reducédo das espécies quimicas locais
(Andrade et al. 2010). Diferentes tipos de oxidantes tém sido investigados e testados para serem
utilizados para reparar os solos contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo, por exemplo,
o Fenton (Gan et al. 2009).

Outro método que pode ser utilizado € o sistema “Air Sparging”, que consiste na
ventilacdo do solo, por meio da injecdo controlada de ar atmosférico, sob pressao, utilizada para
mobilizar os compostos volateis, podendo ser aplicada para extragdo dos contaminantes
presentes no ambiente (Amro 2004b; Khan et al. 2004; Andrade et al. 2010). Os vapores
resultantes sdo tratados antes de serem liberados para a atmosfera (USEPA 1995). Em relacao
a dessorcdo térmica, processo que envolve a separacdo fisica de contaminantes
(Falciglia et al. 2011), o solo contaminado é escavado e aquecido a uma temperatura de 100 a
600 °C, por meio de vapores de alta temperatura e ar comprimido que sao injetados no solo, a
fim de evaporar contaminantes volateis com pontos de ebuli¢do nesta gama (USEPA 1995;
Terratherm 2003; Amro 2004a; Khan et al. 2004; Gan et al. 2009; Cappuyns 2013).

Ja em relacdo aos meétodos de tratamento bioldgico, por exemplo, a atenuacao natural,
que consiste na remediacdo passiva do solo (Andrade et al. 2010), sdo utilizados processos
naturais e micro-organismos nativos, ou seja, que ocorrem naturalmente no local contaminado,

para conter a propagacdo e reduzir a concentragdo dos contaminantes (Khan et al. 2004;
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Meyer et al. 2014). Porém, a atenuacdo natural € mais lenta que qualquer outro método de
tratamento de petroleo (Frick et al. 1999; Khan et al. 2004).

Na maioria dos casos, o tratamento de solos contaminados por HPAS, por meio das
técnicas convencionais, torna-se um processo inviavel, devido ao seu alto custo e por ser,
eventualmente, delongado ou ineficiente (Rock 2003). Deste modo, tem aumentado o interesse
pelo desenvolvimento de técnicas remediadoras alternativas, eficientes no processo de limpeza
de ambientes contaminados com petréleo e de baixo custo em relacdo a outras técnicas, dentre
as quais, processos biologicos in situ, como a fito e a biorremediacdo vém se destacando
(Shirdam et al. 2008; Farias et al. 2009), principalmente pelo fato de serem economicamente
viaveis e de ndo produzirem subprodutos téxicos (Atagana 2011).

A fitorremediacdo é caracterizada pela utilizacdo de vegetais para extrair, degradar,
conter ou imobilizar contaminantes, sendo utilizada para a recuperacdo de solos contaminados
com petroleo devido a capacidade das plantas tolerarem os contaminantes na rizosfera
(EPA 2006; Landmeyer et al. 2011; Sabir et al. 2015). A estratégia utilizada é a rizodegradacao,
técnica com maior potencial para remediacdo de petroleo no solo (EPA 2006; Ma et al. 2009),
em que a planta favorece o crescimento de micro-organismos em sua rizosfera - zona do solo
influenciada pelas raizes das plantas (EPA 2006) - por meio da disponibilizacdo de oxigénio e
compostos organicos, 0s quais, por sua vez, degradam os poluentes, processo este chamado de
biorremediacdo (Gerhardt et al. 2009; Ali et al. 2013; Prashar et al. 2014).

Na Tabela 1 foram compilados os principais aspectos das técnicas de tratamento para a
remediacao de solos contaminados com petroleo, relatados na base de dados “Web of Science”

no periodo de 1995 a 2015.



19

Tabela 1 Principais aspectos de técnicas de tratamento para a remedia¢ao de solos contaminados com petroleo relatados na base de dados “Web
of Science” no periodo de 1995 a 2015. COV - Compostos Organicos Volateis

Métodos

Técnica

Descricao

Vantagem

Desvantagem

Tratamentos ex situ

Fisicos e
quimicos

Biologicos

Extracéo por
solventes

Lavagem do
solo
contaminado

Incineracao

“Landfarming”

Biorreatores

Solventes agem na separagéo
das particulas maiores
contaminadas do solo nao
contaminado.

Escavacdo e remocdo do solo
para remediacdo, utilizando
apenas agua, ou agua
combinada com solventes.

Solo é queimado a fim de
tornar os residuos menos
toxicos, volumosos ou
elimina-los.

Disposi¢éo de residuos na
superficie do solo, com acédo
da microbiota na
biodegradagao.

Mantém as condi¢des 6timas
durante o processo,
aumentando a degradacao.

Descontaminacgéo rapida (Amro
2004a; Wu et al. 2011; Wu et al.
2013). Aplicagdo em varios tipos
de solo (Amro 2004a) e em larga
escala (Liu et al. 2015).

Eficiente para a limpeza de solos
contaminados (Huguenot et al.
2015). E rentavel, reducio dos
materiais utilizados (Khan et al.

2004; Frutos et al. 2012).

Eficiente na reducdo do volume
do residuo (Andrade et al. 2010).
Utilizado para queima de gases
do petréleo (Hou et al. 2011).

Otimo custo-beneficio; eficaz
para compostos leves do
petréleo (Hamdi et al. 2007).

Monitoramento continuo.Tempo
reduzido de remediacdo (Gogoi
et al. 2003; Ward et al. 2003).

Altos custo e consumo de energia (Wu et
al. 2011; Liu et al. 2015). Pode gerar
perturbagdo local (Gerhardt et al. 2009;
Liu et al. 2012) e risco de contaminacgéo
secundaria (Wu et al. 2011).

Transferéncia dos contaminantes, sem sua
destruicdo (EPA 2006). Gera residuos que
necessitam de tratamento (Frutos et al.
2012; Huguenot et al. 2015). Causa danos
ambientais diversos (Cappuyns 2013).

Alto custo. E inviavel para grandes
volumes (Andrade et al. 2010).

Pode gerar contaminacéo de lencol
freatico e emissdo de COV (Mphekgo e
Cloete 2004). N&o ¢ eficiente para
compostos pesados (Khan et al. 2004).

Alto custo, devido a gastos adicionais
(Alexander 1999).
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Métodos Técnica Descricao Vantagem Desvantagem
Alto custo. Néo é eficiente em grandes
Iniecio local de produtos Processo rapido (Yap et al. areas (Andrade et al. 2010). Depende do
Oxidacéo ,J G . P . 2010). Eficiente em &reas oxidante utilizado (EPA 2006). Funciona
. quimicos reativos, a fim de ,
quimica dearadar os contaminantes pequenas (Andrade et al. 2010; como uma etapa de pré-tratamento,
g ' Liu et al. 2012). necessitando do uso de outras técnicas
posteriormente (Andrade et al. 2010)
S Meétodo rentavel (Khan et al.
= Ventilacdo do solo, por meio  2004). Eficaz quando aplicado Né&o ¢é eficaz para hidrocarbonetos
B= .. on- ., deinjecBes controladas de ar, as fragdes leves do petréleo pesados (Khan et al. 2004) e nem em
«» Fisicose Air Sparging . . .
€ quimicos para mobilizar os compostos (USEPA 2001; Khan et al. 2004) solos com baixa permeabilidade (Andrade
é a volateis. e em solos permeaveis (USEPA et al. 2010).
g 1995).
= o
Processo lento, a eficiéncia depende das
Iniecio de vapores de alta Ampla aplicabilidade no condicdes do solo (Harmon et al. 2001;
« Jee P . tratamento de solos Khan et al. 2004; Falciglia et al. 2011).
Dessorcéo temperatura e ar comprimido, . . R
. . contaminados (Harmon et al. Destruicdo do solo devido a temperatura
térmica a fim de evaporar . ..
contaminantes volateis 2001). Funciona na maioria dos (Terratherm 2003; Amro 2004a).
' solos (USEPA 1995). Contaminantes vaporizados necessitam de

tratamento (Khan et al. 2004).
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Métodos

Técnica

Descricao

Vantagens

Desvantagens

Tratamentos in situ

Bioldgicos

Atenuacéo
natural

Biorremediacao

Fitorremediacao

Remediacéo passiva do solo
contaminado.

Utilizag&o do potencial
metabdlico de organismos,
como plantas, bactérias,
fungos e leveduras para
remediacao e recuperacao
ambiental.

Utilizacdo de vegetais,
capazes de tolerar
contaminantes na rizosfera,
para o tratamento de solos
contaminados.

Sem adic¢éo de nutrientes, ocorre
a remediacéo de solos com
pouca ou nenhuma perturbacao
(Khan et al. 2004; Andrade et al.
2010).

Baixo custo, baixo consumo de
energia, pouca mudanca nas
caracteristicas do ambiente
(Pandey et al. 2009; Megharaj et
al. 2011). Apresenta uma
abordagem sustentavel para a
recuperacdo de locais
contaminados (Megharaj et al.
2011).

Baixo custo e alta eficiéncia na
degradacdo. Nao produz
subprodutos toxicos (EPA 2006;
Farias et al. 2009; Atagana
2011).

longo prazo (Khan et al. 2004).

Pode levar mais tempo que outras

raiz para ser eficaz (EPA 2006).

E mais lenta que qualquer outro método
(Frick et al. 1999; Khan et al. 2004).
Requer um programa de monitoramento a

técnicas, pois depende do crescimento das
plantas (EPA 2006). Contaminantes
devem estar em contato com a zona da

“-> N&o foram encontrados relatos de desvantagens no periodo analisado para esta técnica.
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Para o periodo de 1995 a 2015 foram encontrados, na base de dados “Web of Science,
30 artigos que relatam especificamente sobre as diferentes técnicas utilizadas para o tratamento
de ambientes contaminados com petroleo. Pela andlise dos trabalhos, conforme exposto na
Tabela 1, constatou-se que a escolha da técnica de tratamento depende principalmente das
caracteristicas do local contaminado, custos e limitagfes de tempo.

A seguir serdo relatadas as principais vantagens e desvantagens das técnicas de
tratamento ex situ e in situ. Em relacdo a extracdo quimica, as principais vantagens sao o curto
periodo para a descontaminacdo do local e a aplicacdo para varios tipos de poluentes e solos
contaminados, sendo mais eficiente, entretanto, em solos com baixo teor de argila
(Amro 2004b). As suas principais desvantagens estéo relacionadas aos custos e a possibilidade
de alterarem as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo tratado
(Gerhardt et al. 2009; Liu et al. 2012), o que pode causar disturbios de grande propor¢do no
local. Por exemplo, a lavagem de solo contaminado gera grande perturbacdo local, visto que
apenas promove a transferéncia dos contaminantes de um local para outro, sem que haja a
degradacéo e/ou reducdo dos mesmos (Gerhardt et al. 2009; Liu et al. 2012). O emprego dessa
técnica gera residuos secundarios, que necessitam de tratamento por meio de outras técnicas
(Frutos et al. 2012; Huguenot et al. 2015). Associam-se ainda ao uso de métodos quimicos e
fisicos de tratamento alguns impactos ambientais negativos, como emissdes de compostos
volateis, odor incdbmodo, além de ruido e de gastos com escavadeiras e equipamentos de
transporte (Cappuyns 2013), o que torna, na maioria das vezes, o processo inviavel e oneroso.

Ja com relacdo a incineracdo, sua principal vantagem se relaciona a eficiéncia, uma vez
que reduz o volume de residuo a ser disposto, além de poder ser utilizada para queima de gases
provenientes do petréleo (Andrade et al. 2010; Hou et al. 2011). Porém, sua principal
desvantagem se refere a inviabilidade do processo, pois depende do volume de solo a ser tratado
e apresenta 0s maiores custos relacionados ao tratamento de solos contaminados com petrdleo
(Khan et al. 2004; Andrade et al. 2010).

A técnica “Landfarming” apresenta Otimo custo-beneficio quando comparada aos
demais processos de tratamento de residuos solidos, além disso é mais eficaz na volatilizagdo
dos constituintes mais leves do petréleo (Hamdi et al. 2007). Os hidrocarbonetos mais pesados,
porém, requerem tempo maior para a biodegradacdo (USEPA 2001). Este método pode gerar
problemas de emissdo atmosférica de compostos orgénicos volateis e contaminagdo do lencol
fredtico (Mphekgo e Cloete 2004). Por fim, a utilizacdo de biorreatores € uma alternativa
destacavel do ponto de vista de eficiéncia. O emprego desta técnica permite 0 monitoramento
continuo do desempenho do sistema, o controle das condi¢cbes e tempo reduzido de
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remediacdo (Gogoi et al. 2003; Ward et al. 2003). Associam-se negativamente ao uso de
biorreatores os custos, que sdo superiores quando comparados aos demais tratamentos in situ,
pois ha gastos adicionais com o transporte do material contaminado, construcdo de
equipamentos, mao-de-obra e energia (Alexander 1999).

J& a oxidacdo quimica, em areas altamente contaminadas, pode ser utilizada como um
pré-tratamento, que gerara melhores condi¢des para o emprego de outras técnicas. Trata-se de
um meétodo eficiente em areas pequenas, mas apresenta custo elevado (Andrade et al. 2010; Liu
et al. 2012) e necessita de seu uso associado a outras técnicas, 0 que torna 0 processo oneroso.
O sistema “Air Sparging” ¢ uma tecnologia eficaz quando aplicada as fragcdes mais leves do
petroleo, como a gasolina (USEPA 2001). No entanto, normalmente ndo € eficaz em solos com
baixa permeabilidade, como os siltosos e argilosos (Andrade et al. 2010), por isso ndo pode ser
amplamente utilizado. Em relacdo a dessorcdo térmica, ha uma ampla aplicabilidade
(Harmon et al. 2001), mas o inconveniente deste processo relaciona-se ao uso de temperaturas
extremamente elevadas para aquecimento do solo, que destroem os contaminantes, mas também
destroem o solo (Terratherm 2003; Amro 2004a), e principalmente a biota. Além disso, ndo é
igualmente eficaz em todos 0s tipos de solos, visto que a presenca de dgua reduz sua eficiéncia
(Khan et al. 2004). E pelo fato dos hidrocarbonetos de petrdleo serem compostos hidrofobicos,
eles tendem a adsorver a matéria organica do solo, 0 que torna a dessor¢do térmica menos
efetiva (Yap et al. 2010).

Em relacédo a atenuacdo natural, sua principal vantagem € que, mesmo sem 0 acréscimo
de nutrientes no solo ou adequacao de qualquer condi¢do ambiental, a reducao do contaminante
pode acontecer de maneira eficiente e continua (Andrade et al. 2010). Compreende uma técnica
mais simples e mais lenta que qualquer outro método de tratamento de solo contaminado por
petréleo (Frick et al. 1999; Khan et al. 2004). Por isso pode ocorrer, se ndo for controlada, a
migracdo da pluma de contaminacdo para outros locais (Khan et al. 2004). Os principais
critérios para a sua aplicacdo se baseiam em evidéncias de que o processo ocorre no local
naturalmente. E também, € imprescindivel que, apds a sua aplicacdo, seja implementado um
programa de monitoramento em longo prazo (Khan et al. 2004).

A biorremediacao possui inUmeras vantagens quando comparada a maioria dos metodos
fisicos e quimicos. As que merecem destaque séo: 0 baixo custo, o baixo consumo de energia,
a alta eficiéncia e a auséncia de tratamento secundario (Pandey et al. 2009;
Yap et al. 2010; Liu et al. 2014; Adams et al. 2015). Somam-se ainda as vantagens da
biorremediacgéo a sua sustentabilidade, pois € uma técnica que congrega aspectos econémicos,

ja destacados anteriormente; aspectos ecoldgicos, ou seja, que se integra ao ambiente em
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recuperacéo; e aspectos sociais, uma vez que € bem aceita socialmente. Desta forma, € uma das
técnicas mais promissoras para o tratamento de ambientes contaminados com hidrocarbonetos

de petroleo, sendo seus aspectos principais aprofundados na sequéncia deste artigo.

Biorremediacgéo

A biorremediacdo comecou a ser empregada em 1988, quando cientistas utilizaram
micro-organismos para tratar solo contra poluentes e lixos toxicos (Tortora et al. 2005). Trata-
se de uma técnica utilizada com o intuito de reduzir os efeitos toxicos de poluentes presentes
no ambiente, por meio do uso do potencial metabdlico de organismos, como plantas, bactérias
e fungos (Pandey et al. 2009; Singh et al. 2014; Adams et al. 2015). Além da utilizacdo de
processos que objetivam acelerar a degradacdo e/ou conversdo dos contaminantes em
compostos com baixa ou nenhuma toxicidade e que sejam menos prejudiciais ao ecossistema
(Andrade et al. 2010; Pontes et al. 2013). Também é usada em escala comercial para o
tratamento de diversos residuos e para a recuperacao ou remediacdo de areas contaminadas,
demonstrando-se como uma técnica emergente para o tratamento de solos contaminados com
hidrocarbonetos de petréleo (Perelo et al. 2010; Wang et al. 2011).

De modo geral, baseia-se na degradagdo bioquimica dos contaminantes por meio da
atividade de micro-organismos nativos ou adicionados no local de contaminacdo
(Andrade et al. 2010; Meyer et al. 2014). Estes podem degradar uma ampla variedade de
contaminantes organicos e se adaptar a diferentes ambientes, contribuindo com a
biorremediacdo (Herrero e Stuckey 2015). No caso dos hidrocarbonetos de petréleo, na Fig. 1,
¢ apresentada, de forma simplificada, a acdo dos micro-organismos no processo de

biorremediacdo de ambientes contaminados com petroleo e seus derivados.

Micro-organismo

Petroleo

Interacio entre o contaminante e os Mlcro-or_gamsmos m_e_tabohzam o Contammantef cFm\vemdo em CO2
v Z 5
micro-organismos. contaminante e o utilizam como e H20, que sdo liberados no local
fonte de carbono. de tratamento.

Fig. 1. Esquema simplificado da a¢do dos micro-organismos no processo de biorremediacao de

ambiente contaminado com petroleo.
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Os micro-organismos metabolizam os hidrocarbonetos de petréleo e os utilizam como
fonte de carbono para seu crescimento, tendo como produtos finais, principalmente, dgua e
dioxido de carbono (COz) (McCutcheon e Schonoor 2003; Kuiper et al. 2004). Essa constitui
umas das vantagens da biorremediacdo, porque os subprodutos formados nédo sao prejudiciais
ao meio ambiente, por isso, ndo ha necessidade de tratamento posterior.

Além dessa vantagem, destacam-se a possibilidade de aplicacdo no ambiente em que
ocorreu a contaminacdo, sem a necessidade de remocédo e transporte de solo contaminado
(Andrade et al. 2010; Meyer et al. 2014). Também, apresenta menores riscos a saude humana e
gera poucas mudancas nas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do ambiente, quando
comparada as tecnologias convencionalmente utilizadas (McGuinness e Dowling 2009;
Pandey et al. 2009; Tonini et al. 2010).

Perante essas vantagens, a biorremediacao passou a ser amplamente empregada para o
tratamento de ambientes contaminados com petréleo. Liu et al. (2014), utilizando a estirpe
Acinetobacter sp. em testes de degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo, constataram que esta
pode usar o 6leo bruto como fonte de carbono, apresentando uma degradacéo de 70,3% em sete
dias. Hassanshahian et al. (2014) isolaram 15 bactérias de ambiente contaminado com petréleo,
destas, uma cepa (Corynebacterium variabile) foi selecionada e apresentou eficiéncia de
degradacdo de petréleo bruto de 82% em sete dias de incubacdo. Al-Wasify e Hamed (2014)
testaram a eficiéncia de degradacdo de trés bactérias isoladas (Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis e Acinetobacter lwoffi) apds 28 dias de incubacdo. Neste estudo verificaram a
degradacéo de 77,8% por Pseudomonas aeruginosa, 76,7% por Bacillus subtilis e 74,3% por
Acinetobacter Iwoffi.

Diante do potencial de utilizacdo dos micro-organismos na biorremediacdo para a
degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo, ha a necessidade de selecionar e bioprospectar
outras espécies de bactérias, fungos e leveduras, indigenas e cultivaveis, de tal forma que se
possa ampliar as possibilidades de uso da biorremediacdo (Alexander 1999). Devem ser
priorizados micro-organismos autoctones, ndo patogénicos e resistentes ao contaminante. A
escolha e selecdo de micro-organismos que englobem o maximo destas caracteristicas é
essencial para que a técnica seja realmente efetiva.

Esta selecdo dos micro-organismos pode ocorrer de duas maneiras. A primeira é a partir
do isolamento dos micro-organismos no préprio local contaminado, visto que apresentam
grande probabilidade de terem sido pré-selecionados pelas proprias condigdes ambientais
(Wenzel 2009). Outra forma de selecdo é o isolamento a partir da rizosfera de plantas

comprovadamente fitorremediadoras de petroleo, regido do solo adjacente ao sistema de raizes
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da planta, que suporta alta atividade microbioldgica (Prashar et al. 2014) e apresenta interagdo
com varios organismos (Li et al. 2014). Esta estratégia de fitorremediacdo de petrdleo é
conhecida como rizodegradacdo, e é altamente promissora para o tratamento de solos
contaminados (Ma et al. 2009).

Rizodegradacao

A rizodegradacdo fundamenta-se na utilizacdo de micro-organismos associados a
rizosfera das plantas, que realizam a biodegradacdo dos poluentes organicos presentes no
ambiente (Wang et al. 2011; Lee et al. 2012). A rizosfera consiste na regido ao redor das raizes
dos vegetais que apresenta interacdo com outros organismos, como bactérias, fungos,
oomicetos, nematoides, entre outros (Li et al. 2014; Zhang et al. 2015).

Este processo de rizodegradacdo ocorre devido a interacdo da planta com 0s micro-
organismos, que € mediada pela liberacdo de oxigénio, nutrientes, metabdlitos e exsudatos na
rizosfera vegetal (EPA 2006; Li et al. 2014; Prashar et al. 2014). Esta liberagdo estimula as
atividades microbioldgicas, resultando na degradacdo do petréleo, por meio de sua utilizagédo
como fonte de carbono (EPA 2006; Gerhardt et al. 2009; Ali et al. 2013; Mendes et al. 2013;
Prashar et al. 2014). Além disso, por meio da acdo destes micro-organismos, a planta torna-se
tolerante ao poluente e pode crescer e se desenvolver em ambientes contaminados com
hidrocarbonetos e derivados de petrdleo (Kuiper et al. 2004; Li et al. 2014), como pode ser

observado na Fig. 2.
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crescimento de micro-organismos em um rizosfera, que degradam o petroleo.

Dentre estes micro-organismos utilizados para a fitorremediagdo de petréleo, as
bactérias e os fungos filamentosos destacam-se pelo fato de apresentarem maior frequéncia em
solos contaminados com petroleo, quando comparados a outros micro-organismos
(Pandey et al. 2009; Mendes et al. 2013). Por isso, estes dois grupos sdo 0s mais estudados em
pesquisas relacionadas a biorremediacdo e podem contribuir de forma mais efetiva para a
remediacdo e ecoestruturacdo de locais contaminados com petrdleo (Lee et al. 2012;
Mendes et al. 2013).

Em relacdo as bactérias, alguns géneros destacam-se na literatura como degradadores
de petrdleo, como por exemplo, Alcanivorax, Achromobacter, Acinetobacter, Bacillus,
Corynebacterium, Dietzia, Erythrobacter, Klebsiella, Microbacterium, Mycobacterium,
Pseudomonas, Rhodococcus e Stenotrophomonas (Chaillan et al. 2004; Jacques et al. 2010;
Hassanshahian et al. 2013; Al-Wasif e Hamed 2014; Hassanshahian et al. 2014;
Zafra et al. 2014; Gao et al. 2015).

Ja em relacdo aos fungos, os géneros que mais se destacam sdo Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Graphium, Penicillium e Trichoderma (Chaillan et al. 2004;
Atagana et al. 2006; Jacques et al. 2010; Zafra et al. 2014).

Diante desta ampla utilizagdo de micro-organismos para 0 tratamento de ambientes

contaminados, a bioprospecgdo daqueles selecionados naturalmente em areas contaminadas
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com hidrocarbonetos de petrdleo representa uma importante estratégia de inovacéo tecnoldgica,
com a finalidade de obter os agentes degradadores do proprio local ou da rizosfera de plantas

fitorremediadoras, otimizando, desta forma, os processos de biorremediacéo.

Concluséao

A biorremediacdo destaca-se como um metodo promissor para a remediacdo de solos
contaminados com petroleo, porque apresenta diversas vantagens quando comparada as demais
técnicas de tratamento. No processo de biorremediacao, pode-se constatar que a rizosfera possui
um papel ecoldgico muito importante, visto que propicia o desenvolvimento de micro-
organismos, sobretudo bactérias e fungos filamentosos, por meio da liberacdo de oxigénio e
exsudatos, e esses realizam a degradacdo dos contaminantes presentes no ambiente. Cabe
ressaltar o potencial da bioprospeccéao de novos micro-organismos, principalmente extraidos do
préprio local contaminado ou da rizosfera de plantas fitorremediadoras que possam contribuir

de maneira efetiva para a descontaminacdo ambiental.
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DESTAQUES

e Consércios de micro-organismos na degradacéo de hidrocarbonetos de petréleo.

e Micro-organismos com capacidade de crescimento em substratos com petréleo, como
unica fonte de carbono.

¢ Biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo a partir da imobilizacdo de consércios de
micro-organismos.

¢ Imobilizacdo como alternativa para preservacao e armazenamento microbiano.

RESUMO

Devido a intensa exploracdo de petroleo, sdo frequentes os acidentes em que este €
derramado e pode persistir por longos periodos no local, causando danos ao ecossistema.
Deste modo, sdo necessarios a utilizacdo e o desenvolvimento de técnicas efetivas para a
remediacdo de ambientes contaminados com petréleo. A biorremediacdo destaca-se por ser
uma técnica eficiente e de baixo custo, em que utilizam-se micro-organismos associados a
rizosfera das plantas para a remocdo ou reducdo da concentracdo dos contaminantes. Para
otimizar esta técnica, podem ser estabelecidos consorcios de micro-organismos degradadores
de petroleo, que podem ser imobilizados em suportes baseados em polimeros naturais, a fim
de que sejam preservadas suas caracteristicas. Neste contexto, objetiva-se demonstrar a
importancia da utilizacdo de consorcios e sua imobilizagdo como forma de otimizacdo da
biorremediagédo. A utilizacdo de consércios microbianos, por meio da cooperagdo sinérgica
entre 0s micro-organismos, permite a mineralizacdo completa dos compostos de petrdleo e a

imobilizacdo destes consorcios, em matrizes poliméricas, auxilia na protecdo e preservacao
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microbiana. Cabe destacar a necessidade de novas pesquisas para o estabelecimento de
consorcios, que possam ser imobilizados e utilizados na remediagdo de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados.

Palavras-chave: Poluigdo. Petroderivados. Remediacdo. Consorcios. Aprisionamento em

matrizes.

1. Introducéo

O petréleo, composto de origem fossil, € formado por uma mistura de diversos
compostos organicos, em que predominam os hidrocarbonetos saturados e aromaticos, além
de baixas concentracdes de asfaltenos, resinas e metais (Dindar et al., 2013; Speight, 2014;
Van Hamme et al., 2003). Juntamente com o carvao e o gas natural, trata-se de uma das
principais matrizes energéticas mundiais (Agéncia Internacional de Energia, 2013;
Confederacdo Nacional da Industria, 2007), pois fornece subprodutos amplamente utilizados,
como combustiveis, solventes e lubrificantes (Gaylarde et al., 1999; Speight, 2012).

O répido crescimento da demanda de petrdleo, aliado a instabilidade politica nas regiGes
produtoras, trouxe preocupacdes relacionadas a oferta de energia (Confederacdo Nacional da
Industria, 2007; Agéncia Internacional de Energia, 2013), por isso houve uma ampliacdo no
emprego deste recurso natural, o que acarretou no aumento de sua produgdo, transporte,
armazenamento e distribuicdo (Bankovi¢-Ili¢ et al., 2012; Crapez et al., 2002).

Devido a este fato, tornaram-se cada vez mais comuns os derramamentos de petréleo,
por meio de vazamentos acidentais em instalacdes, como tanques e tubulac6es, abandono de
sitios de refinaria e eliminacdo inadequada dos residuos gerados (Almeda et al., 2014,
Chaineau et al., 2003; Liu et al., 2013; Malik et al., 2012; Mei e Yin, 2009; White et al., 2006).
Esses fatores acarretam impactos negativos aos ecossistemas (Lotfinasabasl et al., 2013), uma
vez que o petrdleo sofre alteracdes em suas caracteristicas originais (Balachandran et al., 2012;
Sloan, 1999) devido a sua lenta biodegradacéo, podendo permanecer no ambiente por longos
periodos (Almeda et al.,, 2014; Dellagnezze et al., 2014; Magbool et al.,, 2012;
Michel et al., 2002; Ramos et al., 2009).

A permanéncia do petroleo no ambiente compromete a conservagéo da biodiversidade
e a salde humana (McGuinness e Dowling, 2009; Xu et al., 2006; Zafra et al., 2014). A
biodiversidade é afetada pela morte de diversos organismos, sejam eles bactérias, fungos,

vegetais e animais, e pela interferéncia indireta nas relagbes entre os diversos organismos
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(Lotfinasabasl et al., 2013). Na saude humana, o principal problema est4 relacionado ao
potencial carcinogénico e mutagénico do petréleo (Cao et al., 2009; Pothuluri e
Cerniglia, 1994; Seo et al., 2009; Zafra et al., 2014).

Como forma de controlar e/ou minimizar esses impactos é importante conhecer 0s
efeitos da contaminacdo por petrleo no ambiente, porém, para tanto, é importante considerar
o0 tipo de combustivel, sua concentracdo e extensdo da contaminacdo (Kisic et al., 2009;
Pezeshki et al., 2000). E importante, ainda, considerar o perfil e a sensibilidade dos locais
impactados, assim como o nivel de informacdo e conscientizacdo do publico diretamente
envolvido, o que permite a avaliagcdo dos danos e o planejamento das acOes e auxilia na escolha
de um método de tratamento que seja viavel para o local (Cantagallo et al., 2007;
Gongcalves e Graziera, 2012).

Varios métodos fisicos, quimicos e bioldgicos estdo sendo desenvolvidos e empregados
com o intuito de realizar a limpeza dos solos, seja por meio da redugéo na concentragao e/ou
toxicidade dos contaminantes ou pela degradacdo (Andrade et al., 2010; Dindar et al., 2013;
Guedes et al., 2010;). Entre as diversas técnicas utilizadas, a rizodegradacdo merece destaque,
por se tratar de uma técnica que emprega micro-organismos associados a rizosfera das plantas,
que promovem a mineralizagdo dos contaminantes, resultando em sua remog¢éo ou reducao
para um produto menos prejudicial ao ambiente (Dellagnezze et al., 2014; EPA, 2006;
Luguefio et al., 2011). Esses micro-organismos, presentes na rizosfera das plantas, podem ser
isolados, identificados e utilizados na biorremediacdo. Essa técnica envolve o uso dos micro-
organismos e se destaca como uma das formas mais eficientes de tratamento de ambientes
contaminados com petréleo (Ferrera-Cerrato et al., 2006; Merkl et al., 2005).

A principal estratégia utilizada na biorremediacdo € a inoculacdo de consorcios de
micro-organismos capazes de degradar os contaminantes (bioaumentacdo), sendo uma das
estratégias mais promissoras dentre as diversas empregadas (Bento et al., 2003;
Jacques et al., 2007; Pandey et al., 2009). Podem ser utilizados bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, que degradam varias substancias organicas por meio de metabolismos
sinérgicos. Esses micro-organismos utilizam o petroleo como fonte de carbono e energia
durante o crescimento, 0 que resulta na reducdo do petréleo em compostos mais simples
(Costa et al., 2007; Gonzalez et al., 2011; Mandri e Lin, 2007; Mao et al., 2012).

Os consoércios podem ainda ser imobilizados (EI Fantroussi e Agathos, 2005;
Janbandhu e Fulekar, 2011; Liang et al., 2009; Zhong et al., 2011), permitindo que 0s micro-

organismos estejam protegidos, evitando a competicdo natural com 0S micro-organismos
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selvagens, além de protegé-los de perturbacdes, quando as condigdes ambientais ndo sdo
favoraveis, como a presenca de compostos toxicos (Wang et al., 2012).

No presente artigo busca-se demonstrar a importancia do uso de consorcios
microbianos e da imobilizacdo dos mesmos para o tratamento de solos contaminados com
petroleo, tendo como foco a otimizacdo da biorremediagdo. Para tanto, realizou-se um
levantamento de artigos cientificos publicados envolvendo a teméatica na base de dados “Web
of Science”, no periodo de 2005 a 2015. Foi realizada também a busca de patentes
relacionadas, especificamente, a degradacédo de petrdleo e seus derivados por meio do uso de

micro-organismos individuais ou em consorcios.

2. Consorcios microbianos e degradacéo de petrdleo

Uma ampla variedade de micro-organismos, como bactérias, fungos filamentosos e
leveduras tem a capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados em areas
contaminadas (Kumar et al., 2014). Nestas areas, ha micro-organismos pertencentes a
diferentes géneros e espécies que, individualmente, metabolizam quantidades limitadas de
hidrocarbonetos. A degradacdo de hidrocarbonetos mais complexos requer, entretanto, uma
cooperacdo de forma sinérgica entre as varias espécies de micro-organismos (Mao et al., 2012;
Mariano et al., 2007; Tian et al., 2008; Ururary et al., 1998;), desta forma, maximizando a
eficiéncia da biodegradacédo (Janbandhu e Fulekar, 2011; Zhong et al., 2011).

Os consorcios sdo utilizados para a biorremediacdo de ambientes contaminados com
petroleo e seus derivados, principalmente devido a complementaridade metabdlica entre seus
membros (Medina-Moreno et al., 2005; Tian et al., 2008; Tiburtius et al., 2004). Esta
complementaridade metabdlica é essencial para a degradacdo de certos hidrocarbonetos, que
podem apresentar toxicidade para alguns micro-organismos e, a0 mesmo tempo, servir como
fonte de carbono e energia para outros (Tonini et al., 2010). Além disso, 0s micro-organismos
capazes de metabolizar os compostos tdxicos geram subprodutos que podem ser utilizados
como substrato para 0 crescimento por outros componentes da microbiota
(Moscoso et al., 2012; Tiburtius et al., 2004).

Na inoculacdo de consorcios de micro-organismos, 0 processo de biodegradacao
ocorre na interface petroleo/dgua, em que 0s micro-organismos aderem a superficie do
petroleo. Como resultado desta aderéncia e tambem pela produgdo de biossurfactantes, que
reduzem a tensdo superficial e interfacial das gotas de petroleo, a agdo dos micro-organismos

na degradacdo de petroleo e facilitada (Brakstad et al., 2002; Pandey et al., 2009).
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Biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por Varios micro-organismos, e possuem
caracteristicas como emulsificacdo, solubilizagdo, diminuicdo da tensdo superficial e
interfacial, apresentando uma ampla eficiéncia em variacbes de temperatura e pH
(Colla e Costa, 2003; Tabatabaee et al., 2005), facilitando, desta forma, a biodisponibilidade
e a degradacédo dos hidrocarbonetos de petréleo (Lai et al., 2009; Lu et al., 2003).

Pesquisas voltadas ao estudo do uso de consércios na biodegradacéo de petréleo séo
desenvolvidas, uma vez que ha a possibilidade de mineralizacdo completa dos seus compostos
pela acdo de micro-organismos combinados (Jacques et al., 2007; Van Hamme et al., 2003).
Na Tabela 1 séo apresentadas informagdes que foram compiladas a partir das principais
pesquisas publicadas e encontradas na base de dados “Web of Science” no periodo de 2005 a
2015. Essas pesquisas descrevem o uso de consorcios de micro-organismos para a degradacao
de diversos poluentes, sendo descritos os géneros e/ou espécies de micro-organismos
utilizados na combinacdo dos consorcios, bem como a técnica usada para a remediacdo e sua

aplicacdo biotecnoldgica.
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Pesquisas sobre uso de consoércios na biodegradacao de petréleo e derivados no periodo de 2005 a 2015, disponiveis na base “Web of Science”.

Micro-organismos utilizados no consorcio

Técnica

Aplicacéo

Referéncia

Ochrobactrum sp., Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas aeruginosa

Consorcio 1: Exiguobacterium aurantiacum, Sphingomonas
sp., Bacillus sp., Ochrobacterium sp. e Burkholderia
multivorans. Consércio 2: E. aurantiacum, Rhodococcus sp.
e Bacillus sp. Consércio 3: Sphingomonas sp.,
Ochrobacterium sp. e B. multivorans

Dietzia maris, Bacillus siamensis, Alcanivorax venustensis,
Erythrobacter citreus, Marinobacter lipolyticus, Oceanicola
nanhaiensis, Erythrobacter flavus, Nitratireductor
aquibiodomus

Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., Sphingobium sp.,
Dokdonella sp., Luteimonas sp.

Pseudoalteromonas sp., Ruegeria sp., Exiguobacterium sp.,
Acinetobacter sp.

Aspergillus nomius, A. flavus, Klebsiella sp., Rhizomucor
variabilis, Trichoderma asperellum, A. fumigatus, Bacillus
cereus, K. pneumoniae, Enterobacter sp., Pseudomonas
aeruginosa, Streptomyces sp., Stenotrophomonas
maltophilia

Biorremediagao

Biorremediacao

Biorremediacao

Biorremediacao

Biorremediacao

Biorremediagao
utilizando consorcio de
fungos e bactérias

Locais contaminados com
petréleo e gerenciamento
de derrames de 6leo no
oceano

Biodegradacéo de lama
oleosa

Biodegradacdo de petrdleo
em ambiente de alto mar

Solos contaminados com
petréleo

Ambiente marinho
contaminado com 6leo

Locais contaminados com
petréleo

Varjani et al., 2015

Jasmine e Mukheriji,
2015

Gao et al., 2015
Bacosa e Inoue,

2015

Kumar et al., 2014

Zafra et al., 2014
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Micro-organismos utilizados no consorcio

Técnica

Aplicacéo Referéncia

Lysinibacillus sp., Brevibacillus sp., Bacillus sp.,
Paenibacillus sp., Stenotrophomonas sp., Alcaligenes sp.,
Delftia sp., Achromobacter sp. e Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp., Bacillus sp., Ochrobactrum sp.,
Pseudomonas sp.

Gordonia sp., Martelella sp., Cytophaga sp., Sphingopyxis
sp., Bhargavaea sp, Mesorhizobium sp. PETBA 09,
Mesorhizobium sp. PETBA 10, Mesorhizobium sp.

PETBA 13, Pseudomonas sp., Gordonia sp. PETBA 15,
Gordonia sp. PETBA 16, Gordonia sp. PETBA 19

Ralstonia eutropha, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae

Staphylococcus warneri, Bacillus pumilus

Microbacterium foliorum, Gordonia alkanivorans,
Mesorhizobium sp.

Pseudomonas koreensis, P. frederiksbergensis, P. putida,
Enterobacter ludwigii, E. cloacae, P. koreensis
Stenotrophomonas maltophilia

Biorremediacao

Biorremediacao

Biorremediacao
utilizando um consorcio
bacteriano imobilizado

em quitosana

Fitorremediacdo e
Rizodegradacéo

Biorremediacao de trés
HAP (fenantreno, pireno
e benzo(a)antraceno)

Fitorremediacdo e
Rizodegradacéo

Biorremediacao

Biodegradacdo de 6leo

bruto no solo Roy et al., 2014

Biodegradacéo de
hidrocarbonetos de
petréleo

Xuetal., 2013

Sedimentos de manguezais

. ) Angelim et al., 2013
contaminados com 6leo

Biodegradacao de forato
em solo

Rani e Juwarkar,
2012

Biodegradacéo de
hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos

Moscoso et al., 2012

Solo contaminado com

petréleo Magbool et al., 2012

Solo contaminado com

petroleo Gonzalez et al., 2011
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Micro-organismos utilizados no consorcio Técnica

Aplicacdo

Referéncia

Mycobacterium fortuitum, Bacillus cereus,
Microbacterium sp., Gordonia polyisoprenivorans, Biorremediacao
Microbacteriaceae bacterium e Fusarium oxysporum

Pseudomonas alcaligenes, Ochrobactrum intermedium,
Sphingobacterium sp., Pseudomonas putida, Klebsiella

oxytoca, Chryseobacterium sp., Stenotrophomonas Biorremediagdo

maltophilia
Arthrobacter sp., Delftia acidovorans Biorremediagéo
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis Biorremediacao
Trés bactérias e uma levedura Biorremediacao

Consorcio bacteriano formado por bactérias

- . A L Biorremediacao
extremofilas, sem citacdo de géneros/espécies

Achromobacter xylosoxidans, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Brevibacterium luteum, Pseudomonas
pseudoalcaligenes

Fitorremediacéo e
Biorremediacao

Solo contaminado com
antraceno

Biodegradacdo de misturas
de diesel e biodiesel

Biodegracéo de pesticidas
em solo e agua

Solo contaminado com
lodo oleoso bruto

Degradagédo de compostos
toxicos do lodo de tanque
de refinaria de petréleo

Solos contaminados com
fenantreno na Antartica

Solo contaminado com
petréleo

Jacques et al., 2010

Owsianiak et al.,
2009

Bazot e Lebeau,
2009
Cameotra e Singh,

2008

Gallego et al., 2007

Ruberto et al., 2006

Medina-Moreno et
al., 2005

42
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Para o periodo de 2005 a 2015 foram encontradas 20 pesquisas cientificas que relatam
sobre o uso, especificamente, de consorcios de micro-organismos para a degradacdo de
diferentes poluentes ambientais. Destas, cerca de 90% referem-se ao uso de consorcios de
micro-organismos para a degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo e seus derivados,
aproxidamente 5% referem-se ao uso de consorcios para a biodegradagéo de pesticidas e cerca
de 5% para a biodegradagdo de inseticidas, o que demonstra a ampla aplicabilidade dos
consorcios formados por diferentes micro-organismos.

Da maioria dos artigos relatados para a degradacdo de hidrocarbonetos, cerca de 55%
tém sua aplicacéo relacionada aos solos contaminados com hidrocarbonetos; cerca de 10% s&o
aplicados para ambientes marinhos; cerca de 10% podem ser aplicados em lodo; cerca de 5%
podem ser aplicados tanto para o solo quanto para a 4gua e cerca de 20% ndo relatam aplicacao
especifica para o ambiente.

As informagdes contidas na Tabela 1 ressaltam a importancia do estabelecimento de
consarcios microbianos que degradem diversos compostos, formados por diferentes géneros e
espécies, Vvisto que esses, segundo Jacques et al. (2007), Mao et al. (2012),
Medina-Moreno et al. (2005), Mohanty et al. (2013) e Tian et al. (2008), apresentam maior
versatilidade metabdlica sobre as culturas puras, o que pode otimizar o processo de degradacdo
de hidrocarbonetos de petréleo. Essa complementariedade metabdlica entre os micro-

organismos que constituem o consorcio, pode ser observada na Fig. 1.

Hidrocarboneto
de petroleo

Fig. 1. Esquema representativo da cooperacdo de forma sinergica dos micro-organismos
(A, B, C, D e E) na degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo. Destaque para 0s micro-
organismos capazes de metabolizar compostos toxicos, gerando subprodutos que podem ser
utilizados como substrato para o crescimento de outros micro-organismos, otimizando, desta

forma, o processo de biorremediagéo.
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Diante da importancia do estabelecimento de consorcios microbianos e do
desenvolvimento de produtos que degradem petréleo, com base nestes consorcios, realizou-se
ainda a busca de depositos de patentes mundiais referentes ao uso de consércios e micro-
organismos utilizados de forma isolada, com a finalidade de comparacdo. Foram encontrados
34 depdsitos de patentes. Estas patentes podem ser divididas em quatro grupos, sendo
12 patentes (Tabela 2) referentes aos processos de degradacdo de hidrocarbonetos e
petroderivados a partir de um consorcio de micro-organismos (grupo a); 17 patentes (Tabela 3)
referentes aos processos de degradacdo de hidrocarbonetos e petroderivados a partir de um
micro-organismo especifico (grupo b); uma patente referente aos processos de degradagdo de
hidrocarbonetos e petroderivados a partir de micro-organismos nativos (grupo c) e trés patentes
gue ndo se encaixam nos grupos anteriormente descritos (grupo d).

As patentes pertencentes aos grupos (a) e (b), Tabelas 2 e 3, respectivamente, utilizam
micro-organismos de diversos géneros e espécies, grupo (a), consorcios, e grupo (b), micro-
organismos isolados. Nessas patentes, porém, ndo ha distingdo de especificidade de uso dos
micro-organismos (em nivel de espécie), uma vez que um género pode conter varias espécies

que podem ser utilizadas.

Tabela 2
Patentes de invencao que utilizam consorcios de micro-organismos para degradacéo de petroleo

seguidas pela relacdo de géneros e/ou espécies utilizadas e ano de publicacéo.

Patente Micro-organismos Ano

CN101195810 Pseudomonas sp., Pandoraea pnomenusa 2008
CN101560484  Scenedesmus sp., Burkholderia cepacia, Sphingomonas sp.,

Pseudomonas sp., Pandoraea ponmenusa 2009
CN101735996 Bordetella sp., Ochrobactrum sp., Rhodococcus sp.,
.. . . 2010
Achcromobacter sp., Herbaspirillum sp., Microbacterium sp.
CN102876612 Burkholderia cepacia, Achromobacter sp. 2013

Rhodococcus, Dietzia, Shewanella, Marinobacter,
US20100051541 Pseudomonas, Oleispira, Marinomonas, Pseudoalteromonas, 2010
Psychrobacter, Jannaschia

Bacillus sp., B. cereus, Lysinibacillus fusiformis, formando
esporos de bactérias Gram-positivas pertencentes ao género 2014
Bacillus.

US20140144838
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Patente Micro-organismos

Ano

WO02007054691  Uso de consorcio, porém sem identificagédo de género ou
espécie
Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas,
Alcanivorax, Cycloclasticus, Marinobacter, Neptunomonas,

W02010145797  Oleiphilus, Oleispira e/ou Thalassolitus, Phanerochaete,
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Amorphotheca,

Neosartorya, Paecilomyces, Talaromyces e/ou Graphium,

Candidais

Alcanivorax borkumensis, A. dieselolei, A. jadensis,
Azoarcus toluvorans, Desulfotomaculum sp., D.
aliphaticivorans, Gordonia alkanivorans, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, Neptunomonas naphthovorans,
Novosphingobium aromaticivorans, Rhodococcus
erythropolis, Sphingobium yanoikuyae, Sphingomonas sp.,
Tranquillimonas alkanivorans, Tropicimonas
isoalkanivorans, Thauera aromatica ou Thalassolituus
oleivorans

WG02011153364

Aeromonas spp., Agrobacterium spp., Alcaligenes spp.,
Aminobacter spp., Arthrobacter spp., Bacillus spp.,
Brevumdimonas spp., Escherichia spp.,
Cytophagaflavobacterium spp., Flavobacterium spp.,
Mycobacterium spp., Microbacterium spp., Micrococcus
WO02013149662 spp., Nocardioides spp., Pseudomonas spp., gamma-
Proteobacterium spp., Rhodococcus spp., Sphingomonas
spp., Streptomyces spp., Nitrosomonas europaea,
Phanerochaete chrysosporium e suas combinagfes. Uma
ou mais estirpe(s) selecionada(s) a partir de Agrobacterium
sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas sp. e suas
combinagdes

RU2295403 Rhodococcus ruber, Rhodococcus erythropolis

P11020150254229 Uso de consorcio, poremezzrgc;gentlflcagao de género ou

2007

2010

2011

2013

2007

2015
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Tabela 3
Patentes de invencédo que utilizam um micro-organismo individualmente para a degradacéo de
petréleo com a relacdo do género e/ou espécie de cada micro-organismo utilizado, bem como

seu ano de publicacao.

Patente Micro-organismo Ano
P10500997-9 Paraconiothyrium 2005
CN101186890 Burkholderia cepacia 2010
CN101514329 Bacillus amyloliquefaciens 2011
CN101531974 Pseudoalteromonas sp. 2009
CN101560483 Bacillus pumilus 2010
CN101607120 Bacillus sp. 2009
CN101838623 Pseudomonas veronii 2011
CN101974442 Achronobacter sp. 2011
CN102021128 Paraccocus sp. 2012
CN102174445 Acinetobacter sp. 2012
CN102533586 Pandoraea pnomenusa 2013
GB2482286 Alcanivorax borkumensis 2012
RU2344170 Pseudomonas putida 2009
RU2484130 Pseudomonas panipatensis -
RU2513702 Bacillus vallismortis -
US20100276362 Corynebacterium urealyticum 2010
WQ02007003779 Archaeoglobus fulgidus 2007

“-» Sem informacao referente ao ano de publicacao.

Diante desta situacdo mundial, o desenvolvimento de pesquisas que tenham como
objetivo o estabelecimento de consoércios de micro-organismos nativos e comprovadamente
degradadores de petréleo é de fundamental importancia, visto que visam a otimiza¢do no
processo de limpeza e no tratamento de ambientes contaminados com petréleo.

E para ampliar o potencial dos processos de degradacao de petréleo por consorcios de
micro-organismos, podem ser desenvolvidas técnicas de imobilizacdo, a fim de que sejam
preservadas as caracteristicas dos micro-organismos, o que possibilita a aplicacdo tanto em

escala laboratorial quanto industrial.
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3. Imobilizagéo dos consdrcios de micro-organismos

A imobilizagdo consiste no confinamento fisico de micro-organismos em uma regido
definida de espaco, na qual sdo mantidas suas atividades cataliticas (Covizzi et al., 2007), e a
mesma apresenta muitas vantagens sobre o uso de células livres para o tratamento de poluentes
(Mollaei et al., 2010). Tem como fungdo proteger as células e/ou consorcios da competi¢do
natural com 0s micro-organismos presentes no solo (Chen et al., 2007; Hsieh et al., 2008;
Wang et al., 2012) e também contra estresses ambientais (Banerjee e Ghoshal, 2011; Lin et al.,
2014). Ainda, tem um papel muito importante na protecéo contra a toxicidade do contaminante
(Chen et al., 2007; Wang et al., 2012), potencializando 0s micro-organismos em tolerarem
concentragcdes mais elevadas de substancias toxicas (Ha et al., 2009; Patil et al., 2006). Além
disso, é utilizada visando uma liberagdo microbiana continua em ambientes contaminados, tais
como solo e agua (Boon et al, 2002; Mertens et al., 2006).

Suportes, baseados principalmente em polimeros naturais, s&o empregados no processo
de imobilizacdo de células, farmacos e biomoléculas, devido a sua biocompatibilidade
(Elnashar, 2011; Guibal et al., 2004; Krajewska, 2004). Sdo exemplos de suportes: celulose,
alginato, quitina, quitosana e agarose (Elnashar, 2011; Guibal et al., 2004; Krajewska, 2004),
dentre os quais a quitosana se destaca por ser o mais utilizado para a imobilizagdo de micro-
organismos que degradam petroleo (Carvalho, 2006; Gentili et al., 2006), devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade, inércia fisiolégica e disponibilidade na natureza
(Kumar, 2000; Kurita, 2006).

A quitosana é um heteropolissacarideo hidrofilico, ndo tdxico e biocompativel, obtido a
partir da desacetilagdo alcalina da quitina, embora também ocorra naturalmente na parede
celular de alguns fungos (Angelim et al., 2013; Chatterjee et al., 2005; Gentili et al., 2006;
Kurita, 2006). E crescente sua importancia e utilizagdo como adsorvente em processos de
recuperacdo e/ou de purificacdo de bioprodutos, como as proteinas (Torres et al., 2005).
E também amplamente utilizada como matéria-prima no desenvolvimento de biomateriais,
como membranas, filmes, filtros e microesferas, os quais podem ser utilizados em diversos
ramos da biotecnologia (Guibal, 2004; Guibal, 2005).

A imobilizacdo celular pode ocorrer de diferentes formas: floculacdo, ligagdo covalente
a carreadores, adsor¢éo a superficies, ligacdo cruzada entre células, aprisionamento em matrizes

e encapsulamento (Gomes, 2007), sendo os dois Gltimos os mais utilizados.
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O preparo de microesferas € um método de imobiliza¢&o por aprisionamento em gel, em
que as células microbianas ficam envoltas e submersas em uma membrana polimérica (Covizzi
et al., 2007; Guibal, 2004), garantindo maior protecdo as variacbes ambientais e aumentando a
viabilidade celular (Lin et al., 2014).

H& varias metodologias que podem ser utilizadas para o preparo e obtengdo destas
microesferas de quitosana, como métodos de secagem por atomizacdo, método de emulséo e
método de coagulacdo (Torres et al., 2005). A técnica mais simples e mais utilizada, no entanto,
é a coagulacdo, na qual a quitosana é dissolvida em meio acido e gotejada com o auxilio de uma
seringa em solucdo alcalina para formacéo das microesferas (Carvalho, 2006; He et al., 1999;
Wang et al., 2005), representado na Fig. 2.

Quitosana em
meio acido

Solugdo alcalina Microesferas

A B C
Fig. 2. Método de coagulagdo para formagdo de microesferas. A - A quitosana € dissolvida em
uma solucdo contendo acido. B - Com o auxilio de uma seringa é gotejada em uma solucéo
alcalina, onde as microesferas sdo formadas. C - Aspecto das microesferas contendo micro-

organismos encapsulados.

Essas microesferas contendo micro-organismos, e formadas por meio do
aprisionamento em gel, estdo sendo utilizadas para a captura e degradacdo de compostos
toxicos, permitindo uma descontaminagdo ambiental rapida (Junter e Jouenne, 2004; Tyagi et
al., 2011). Dentre esses, destacam-se 0s residuos de petréleo, exemplificados nas pesquisas de
Hsieh et al. (2008) e Quek et al. (2005), em que células bacterianas de Pseudomonas putida e
Rhodococcus sp., respectivamente, foram imobilizadas com o objetivo de degradar e/ou
remover hidrocarbonetos e derivados de petroleo. Hsieh et al. (2008) demonstraram que a
imobilizacéo bacteriana em microesferas de quitosana aumentou a tolerancia das células a altas

concentragdes do contaminante e melhorou a sobrevivéncia, crescimento e taxas de degradagao
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das células. Quek et al. (2005) verificaram que as células bacterianas imobilizadas foram
capazes de degradar aproximadamente 90% do total de alcanos presentes nos derivados de
petréleo em sete dias.

Quando comparada ao uso de micro-organismos livres, a principal vantagem da
imobilizacdo reside no fato dos micro-organismos estarem protegidos contra a agdo toxica dos
contaminantes, possibilitando maior eficiéncia como agentes nos processos de biodegradacao
(Carvalho, 2006; Gomes, 2007; Mollaei et al., 2010). Deste modo, a imobiliza¢éo de consorcios
de micro-organismos degradadores de petréleo pode ser utilizada como uma forma de
otimizacdo da técnica de biorremediacdo para o tratamento de ambientes contaminados com

hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados.

4. Concluséo

O estabelecimento e a utilizacdo de consorcios de micro-organismos degradadores de
petréleo apresenta-se como uma técnica promissora na remediacdo de ambientes contaminados,
visto que, por meio da cooperacdo sinergica entre estes micro-organismos, os diversos
componentes do petroleo podem ser mineralizados.

Cabe destacar, também, que estes consdrcios podem ser imobilizados por meio do uso
de suportes, como a quitosana, tendo como principais vantagens a protecdo destes micro-
organismos frente a toxicidade do contaminante, protecdo contra a competicdo com a
microbiota local e a preservacao da atividade catalitica. Deste modo, ressalta-se a importancia
de novas pesquisas para o estabelecimento de consorcios de micro-organismos degradadores
de petroleo, que possam ser imobilizados e utilizados como forma de otimizacdo do processo
de biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petréleo e seus

derivados.
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CAPITULO 11l

Sele¢do de bactérias degradadoras de petroleo extraidas da rizosfera de plantas

fitorremediadoras

Suellyn Homan & Leila Teresinha Maranho

Resumo

Devido a grande demanda energética mundial, acidentes envolvendo derrames de
petroleo, e a consequente contaminacdo ambiental, vém aumentando. Com isso, surge a
necessidade do uso e desenvolvimento de técnicas de remediacdo que possam degradar
contaminantes, dentre as quais, a biorremediacéo se destaca. Neste sentido, objetivou-se avaliar
a capacidade de sete bactérias extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras para a
degradacdo de petroleo. Estas foram testadas em meio mineral e petr6leo como fonte de
carbono, nos intervalos de tempo 0, 24, 48 e 72 horas, sendo mensurados: pH, temperatura,
oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica (CE), biomassa (BIO) e densidade dptica
(DO). Também foi analisada a degradacdo de hidrocarbonetos por Cromatografia a Gas e
producdo de biossurfactante. Os resultados indicam que Bacillus sp.!, Bacillus sp.?,
Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.3, Microbacterium sp., Bacillus sp.* e Bacillus sp.® sdo
tolerantes e eficientes degradadoras, com capacidade de produzir biossurfactante. Porém,
Microbacterium sp. e Stenotrophomonas sp. apresentaram-se como as mais eficazes para a
degradacdo dos compostos de petroleo em 24 e 48 horas. Cabe destacar a importancia dos
parametros CE, OD, BIO e DO, comprovadamente relacionados ao processo de degradagéo.
Ressalta-se a importancia destes resultados para o desenvolvimento e/ou aprimoramento de
técnicas de biorremediacdo para o tratamento de areas contaminadas com petréleo.
Palavras-chave: Poluicao; petroderivados; rizodegradacao; micro-organismos

rizodegradadores.

Introducgéo

O petroleo, oleo de origem fossil, € uma mistura complexa de varios hidrocarbonetos
diferentes, ramificados e ciclicos, alifaticos lineares, aromaticos e compostos heterociclicos
(Gaylarde et al., 1999; Van Hamme et al., 2003; Andrade et al., 2010; Tonini et al., 2010).
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Levou milhGes de anos para ser formado nas rochas sedimentares e representa a maior fonte
energética mundial (Das & Chandran, 2011; Speight, 2012).

Devido a ampla demanda energética, a industria de petrdleo é responsavel pela geracao
de grandes quantidades de residuos de o6leos viscosos, que sdo formados durante o
processamento e producdo de petrdleo, e sdo compostos por agua, Oleo e solidos
(Ururahy et al., 1998; Guedes et al., 2010). Esta sua composicdo variada acarreta no dificil
reaproveitamento, constituindo um passivo ambiental, altamente toxico e persistente quando
exposto ao ambiente (Coutinho & Barbosa, 2007; Guedes et al., 2010; Sun et al., 2014).

Além dos impactos negativos causados pela industria petrolifera, a contaminacdo de
sistemas marinhos e terrestres vem aumentando, como resultado da exploracdo, producéo,
distribuicdo e armazenamento de petrdleo e seus derivados (Ferrera-Cerrato et al., 2006;
Marin et al., 2006; Santos et al., 2010; Meyer et al., 2014). As principais causas de
contaminacgdo associam-se a vazamentos em tubulacdes e tanques de estocagem, ao despejo de
residuos no solo e aos derramamentos acidentais (Santos et al., 2013; Malik et al., 2012;
Liu et al., 2013).

Neste ambiente de contraste, em que é preciso conciliar a demanda crescente de petréleo
com a protecdo ambiental, surge a necessidade da busca por técnicas eficientes, de baixo custo
e mais sustentaveis que possam ser aplicadas na remediacdo dos contaminantes no ambiente
(Farias et al., 2009; Makadia et al., 2011; Molinos-Senante et al., 2015).

A fitorremediacéo, fitotecnologia emergente e relativamente nova, que utiliza plantas
para degradar, extrair, conter ou imobilizar contaminantes do solo e da é&gua
(Cunningham et al., 1996; Pires et al., 2003; USEPA, 2006; Landmeyer et al., 2011,
Nie et al., 2011; Wang et al., 2011; Sabir et al., 2015), vem demonstrando grande potencial
para o tratamento de ambientes contaminados com petréleo (Pilon-Smits, 2005; USEPA, 2006;
Farias et al., 2009; Gerhardt et al., 2009). As plantas, no entanto, atuam indiretamente nesse
processo, uma vez que estimulam o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos
degradadores de petréleo no solo (rizosfera), por meio da disponibilizacdo de oxigénio,
acucares, aminoacidos e outros compostos, liberados através de suas raizes, processo
denominado de rizodegradacéo (Siciliano & Germida, 1998; EPA, 2006; Santos et al., 2007;
Gerhardt et al., 2009; Soleimani et al., 2010; Ali et al., 2013; Ighovie & Ikechukwu, 2014).

Na rizosfera, regido do solo sob influéncia direta das raizes, ocorre a maior parte das

interacdes entre 0s micro-organismos e as plantas (Macek et al., 2000; EPA, 2006; Prashar et
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al., 2014). Nessa regido ha uma elevada estabilidade das propriedades fisicas e quimicas do
solo, além do constante fornecimento de substratos organicos e fatores de crescimento que
favorecem a atividade metabolica dos micro-organismos que degradam os hidrocarbonetos,
utilizando-os como fonte de carbono e energia (Merkl et al., 2005; EPA, 2006; Dantas et al.,
2009; Wetler-Tonini et al., 2011; Ali et al., 2013; Prashar et al., 2014), caracterizando o
processo de biorremediagé&o.

A biorremediacdo vem recebendo especial atencdo, em termos cientificos e
tecnoldgicos, por ser um processo de baixo custo e ambientalmente correto quando comparado
aos processos fisicos e quimicos (Bento et al, 2003; Dua et al, 2003;
Ferrera-Cerrato et al., 2006; Andrade et al., 2010; Pasumarthi et al., 2013). O emprego de
micro-organismos, nativos ou cultivados, para a biorremediacéo, se destaca como tecnologia
exequivel e promissora, tanto para o tratamento de residuos toxicos quanto para a
descontaminacdo de &reas contaminadas com petrleo (Ferrera-Cerrato et al., 2006;
Perelo, 2010; Deon et al., 2012; Meyer et al., 2014; Adams et al., 2015).

Sesbania punicea (Cav.) Benth, Fabaceae, Mimosa scabrella Bentham, Mimosaceae e
Echinochloa polystachya (Kunth) Hitchc., Poaceae sdo plantas nativas da regido Sul do Brasil
e capazes de se desenvolver em ambientes contaminados com petréleo, podendo reduzir a sua
toxicidade por meio da fitorremediacdo (Hutchinson et al., 2001; Lopes & Piedade, 2009;
Rivera-Cruz et al., 2001). E necessario, porém, conhecer a populacdo de micro-organismos
associados a rizosfera dessas plantas quando crescem em ambientes contaminados com
petréleo, pois esses organismos podem constituir uma inovacao biotecnoldégica em processos
de remediacdo de solos contaminados (Faulwetter et al., 2009).

Diante deste contexto, a presente pesquisa tem como objetivo avaliar a capacidade de
bactérias, selecionadas a partir da rizosfera dessas espécies de plantas, para a degradacao de
hidrocarbonetos de petréleo, com a possibilidade de aplicacdo para a remediacdao de ambientes

contaminados.
Material e métodos
Sete bactérias, extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras, constituem o objeto

de estudo da presente pesquisa. Destas, quatro foram extraidas da rizosfera de E. polystachya,
duas da rizosfera de M. scabrella e uma extraida de S. punicea. Estas bactérias foram
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identificadas em nivel molecular, sendo cinco delas pertencentes ao género Bacillus, uma
pertencente ao género Stenotrophomonas e uma ao género Microbacterium.

Inicialmente, para determinar a concentracdo inicial dos indculos, foram preparadas,
para cada bactéria, diluicdes 108 céls.mL™, a partir da contagem do nimero de células em
Cémara de Neubauer. Trés aliquotas de 300 pL desta diluicdo e para cada bactéria foram
transferidas para uma microplaca de cultivo celular e em seguida realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro SpectraMAX M3 (Molecular Devices, Sunnyvalle, Estados Unidos) no

comprimento de onda de 610 nm (DOe10 nm).

Testes de degradacdo de petréleo com as bactérias

O petréleo utilizado para o estabelecimento do experimento possui as seguintes
caracteristicas: densidade relativa (20+4 °C) de 0,90; densidade (°API) de 23,8; numero de
acidez total de 1,02 (mg.g? KOH); teor de sal de 202 (mg.L™* NaCl); conteido de agua e
sedimentos de 0,60%; além de 49,8% de hidrocarbonetos saturados; 25,4% de hidrocarbonetos
aromaticos; 22,4% de resinas de hidrocarbonetos e 2,4% de asfaltenos.

Os procedimentos empregados para avaliar o crescimento e o potencial de degradacgéo

de petroéleo pelas bactérias analisadas estdo descritos na Fig. 1.

- 25 mL de Meio Mineral
- 1 mL de petréleo
- 1 mL de in6culo (108 céls.mL1)

Inoculado
Controle
Temperatura (°C)

pH

Condutividade elétrica (mS.cm™)

Aliquotas

Oxigénio dissolvid L1
Py xigénio dissolvido (mg.L")

Quantificacao de biomassa (g.L)

Densidade éptica (610 nm)

- =
160;pmadsc G\ ‘;;1;7_2,,1,1/ T — .
(T24h) (T48h) Producao de biossurfactante

Cromatografia a gas

Fig. 1. Esquema representativo que demonstra o estabelecimento dos testes de degradagéo de

petréleo pelas bactérias testadas.
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Foram realizados, em triplicata, testes nos intervalos de tempo TO, T24, T48 e T72
horas, utilizando-se frascos de Erlenmeyer de 125 mL como reatores, contendo 25 mL de meio
mineral (K;HPOs - 0,5 g.L; (NH4).2S04 - 0,5 g.L1; MgS04.7H20 - 0,5 g.L%; FeCl2.1H,0 -
10 mg.Lt; MnCl; - 0,1 mg.L; ZnSOq4 - 0,01 mg.L%; CaClz -10 mg.L?) (adaptado de Déziel et
al., 1996), 1,0 mL de petréleo, como Unica fonte de carbono, e 1,0 mL de in6culo
(108 céls.mL™), conforme metodologia proposta por Mishra et al. (2004). Para cada intervalo
de tempo foram preparados ainda, em triplicata, trés frascos que néo receberam a inoculacéo de
bactérias (tratamento controle - TC).

Os reatores foram mantidos em incubadora refrigerada “shaker” TE-420 sob agitacdo
de 160 rpm e em temperatura de 36 °C. Para cada intervalo de tempo, foram retiradas aliquotas
de 15 mL das suspensdes, que foram armazenadas e centrifugadas em tubos conicos por
10 minutos a 9000 rpm. A fase menos densa (petroleo) foi descartada e a fase aquosa resultante
foi analisada quanto a temperatura e pH com o auxilio de pHmetro TCP01 (Onda Cientifica,
Campinas, Brasil), concentracdo de oxigénio dissolvido com oximetro Handylab OX12-Set
(SI Analytics, Mainz, Alemanha), condutividade elétrica em condutivimetro Handylab LF11
(SI Analytics, Mainz, Alemanha) e densidade Optica em espectrofotdmetro SpectraMAX M3
no comprimento de onda de 610 nm. Para analise de densidade Optica, empregou-se como
branco 0 meio mineral. Ainda, realizou-se a andlise gravimétrica para quantificacdo da
biomassa bacteriana para cada intervalo de tempo e repeticdo. Foram adicionados 5 mL de
amostra nos tubos, e estes foram centrifugados a 9000 rpm por 20 minutos e, ap6s descartado
0 sobrenadante, transferidos para estufa a 105 °C, até atingirem peso constante (adaptado de
Makkar & Cameotra, 1998). Em seguida, calculou-se a concentracdo de biomassa para cada
amostraem g.L?.

As amostras obtidas foram avaliadas quanto a degradacdo de petréleo por meio da
extracdo e quantificacdo dos hidrocarbonetos totais, seguidos pela avaliacdo da degradacao de
petroleo por Cromatografia a gas, como pode ser observado na Fig. 2.
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.. Vidros de ambar
Tubos conicos

Extracao dos

hidrocarbonetos )
l 5 mL de diclorometano

—_ 1 g de Na,SO, —_ — Geladeira

Todas as amostras

‘i Injetor: 250 °C ’

Avaliagioda | petector: 280 °C |
degradacio - CG ;

‘ Gas hidrogénio ’—»Can‘eador 10 minutos

70 °C (4 min) |—>(190 °C (20 °C min!) | —>{250 °C (10 °C min-t) | —=[280°°C (30 °C min*) |

‘ Identificagao dos compostos ‘—-» ‘Tempo de retencao 'Reduc,:'ﬁo da area (%)i

Fig. 2. Esquema representativo dos procedimentos realizados para extracdo e quantificacao dos
hidrocarbonetos de petrdleo, avaliacdo da degradacdo por meio de Cromatografia a gas (CG),

bem como a identificagdo dos compostos.

A extracao foi realizada em tubos conicos. Apés adicdo de 10 mL de cada amostra,
foram acrescentados 1 g de sulfato de sodio anidro (Na:SOs) para desidratacdo e 5 mL de
diclorometano (CH2Cl) padrdo cromatografia como solvente (Schwab et al., 1999). As
amostras permaneceram armazenadas em vidros &mbar, na geladeira, até a avaliagdo por CG.

Para a quantificacdo dos hidrocarbonetos, foi utilizado um cromatégrafo a gas
GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e uma coluna capilar HP-5 (5%-fenil)-metilpolisiloxano
(0,25 pum de diametro, 30 m de comprimento e 0,25 um de largura). As temperaturas do injetor
e detector foram de 250 °C e 280 °C, respectivamente, e gas hidrogénio foi utilizado como
carreador (1,0 mL.min}). A temperatura da coluna foi inicialmente ajustada para 70 °C
(4,0 min) e aumentada até 190 °C a uma taxa de 20 °C.min, para posteriormente ser elevada a
250 °C a 10 °C.min! e finalmente alcancar 280 °C a 30 °C.min? que foi mantida por
10 minutos. O volume injetado de cada amostra foi de 0,5 pL. Cada composto foi identificado

com base em seus tempos de retengdo e porcentagem de reducdo de area (Fig. 2).

Avaliacéo da capacidade de producéo de biossurfactante
Com afinalidade de avaliar a capacidade de producao de biossurfactante pelas bacteérias,
100 pL de cada suspensdo bacteriana (108 céls.mL™) foram inoculados separadamente em uma
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placa multipogos, antecipadamente preenchidos com 50 pL de 6leo mineral. Apds um minuto
de reag&o, o resultado foi determinado em Microscopio Estereoscopio, considerando-se positiva
a producao de biossurfactante quando houve colapso da gota de petroleo (Jain et al., 1991),

sendo as reacgdes classificadas em: fortemente positiva, positiva e negativa.

Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel 2010
sendo, posteriormente, calculados os valores de média e desvio padrdo. A anélise estatistica foi
conduzida pelo software Past, versdo 3.10. Inicialmente foram efetuados testes para verificar a
distribuicdo dos dados por meio do teste Shapiro-Wilk. Os que apresentaram distribuicao
normal, foram comparados pelo teste paramétrico T Student (t), considerando diferencas
significativas em que p<0,05. J4 os que ndo atenderam ao pressuposto de normalidade foram
comparados por meio do teste ndo paramétrico Mann-Whitney, considerando diferencgas
significativas em que p<0,05.

Para verificar as correlacbes entre os parametros, aplicou-se também o teste de
correlacdo de postos de Spearman (r), sendo considerados os valores de referéncia conforme
Callegari-Jacques (2003), em que a- correlacdo negativa fraca (0 <r > -0,3); b- negativa regular
(-0,3 < r < -0,6); c- negativa forte (r > -0,6); d- negativa muito forte (r = -1,00); e- negativa
perfeita; f- nula (r = 0,00); g- positiva fraca (0 < r > 0,30); h- positiva regular (0,30 <r < 0,60);

i- positiva forte (r > 0,60); j- positiva muito forte; k- positiva perfeita (r = 1,00).
Resultados e discusséo

Os resultados referentes aos parametros analisados como, pH, temperatura (T), oxigénio
dissolvido (OD), condutividade elétrica (CE), biomassa por gravimetria (BIO) e densidade
optica (DOs10nm), encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

Bacillus sp.! apresentou diferencas significativas (p<0,05) para T, CE, BIO e DOg10 nm
entre os intervalos de tempo (TO, T24, T48 e T72) quando comparados ao controle. Em relacdo
a T, houve diferenca significativa nos tempos T24 (p=0,09) e T48 (p=0,03). A CE diferiu
significativamente nos tempos T24 (p=0,03) e T72 (p=0,00) (Tabela 1). Para a BIO,
observaram-se diferencas significativas para os tempos T24 (p=0,00), T48 (p=0,00) e
T72 (p=0,00). Por fim, a DOs10 nm diferiu significativamente (p=0,00) em todos os tempos
analisados (Tabela 2).
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Tabela 1. Resultados referentes aos parametros analisados: pH, temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD) e condutividade elétrica (CE) durante

os testes de degradacdo de petrleo com as bactérias nos diferentes intervalos de tempo (TB) em comparacéo aos controles (TC).

Tempo (h) Parametros
pH T (°C) OD (mg.L?) CE (mS.cm?)
TC B TC B TC B TC B
TO 7,02+0,24 7,18+0,02 33,17+0,45 33,40+£0,26  5,55+0,63  5,33+0,10 1349,67+25,11 1416,00+£152,75
“%- T24 7,09+0,05 7,15+0,02 31,40+£0,26*  30,43+0,23* 5,35+0,07  5,46%0,17 1023,33+11,93* 1346,00+171,52*
é T48 6,98+0,05 7,07£0,04 30,43+0,50*  29,40+0,20* 5,79+0,48 5,52+0,12 1368,00+66,90 1403,00+53,11
& T72 7,11+0,04 7,08+0,04 28,77+0,38 29,23+0,81 6,41+0,46  5,78+0,42 1264,00+4158* 2256,67+47,26*
TO 7,00£0,07 7,03+0,07 29,70+0,40 30,10+0,40 6,76+0,22* 6,23+0,25*  1175,67+73,51* 1301,67+18,77*
N:% T24 6,93+0,06 6,94+0,05 30,33+0,78*  32,77+0,35* 5,54+0,51  4,98+0,47 1250,00+85,08*  2556,67+486,86*
é T48 7,03+0,06 6,97+0,05 29,80+0,60 29,97+0,31  5,75+0,25  5,08+0,55 1405,67+18,50 1525,00+92,97
& T72 7,03+0,03 7,03+0,05 29,87+0,31 29,87+0,57 5,81+0,23* 5,1840,27* 1133,67+123,68* 1573,67+22,12*
o TO 6,90+0,11 6,83+0,28 28,73+0,55*  30,30+0,40* 4,96+0,15 5,73+0,67 1324,33+98,88 1368,00+£329,10
é T24 6,96+0,04 6,89+0,02 28,50+0,44 28,97+0,15 6,45+0,45* 4,82+0,18* 1544,67+116,67* 1800,67+36,56*
_§- T48 6,89+0,08 7,04+0,07 30,10+0,96 29,33+0,57  6,10+0,17  5,49+0,94 1593,00+74,63 1790,33+£157,13
g T72 7,05£0,07  6,93t0,08  29,37:0,76  29,53+0,45 6,20£0,21* 513+0,32* 1290,00+48,66*  1773,33+44,99*
o




Tabela 1 (Continuacao)

pH T (°C) OD (mg.L?) CE (mS.cm™)
TC B TC B TC B TC B

5 TO 7,23£0,10  7,34+0,08  28,33+0,91 28,43+0,58 6,37+£0,18  6,41+0,27 1364,00£72,06 1480,67+50,01
é T24 7,340,143  7,25+0,04  28,87+0,85 27,73x0,50 6,88+0,09* 3,37+0,11*  1317,00+84,26* 1902,67+27,50*
_§ T48 7,29+0,05  7,21+0,06  28,10+0,53 28,80+0,61 6,05+0,44* 5,07+£0,38* 1117,33£127,27*  2061,33+284,58*
_<§§ T72 7,19+0,14  7,32+0,08  28,77+0,70 27,63£1,99 6,11+0,16* 5,23+0,31*  1188,00£105,08 1407,33£98,19

TO 7,01+0,03* 6,87+£0,05* 32,00+1,30  33,13+0,98 6,82+0,05  6,58+0,47 1378,33£79,10 1369,00£70,00
“’9_; T24 6,92+0,08 6,97£0,01  30,93+0,15 31,17#0,15 6,91+0,91* 5,47+0,18* 1372,00£22,34 1500,33£105,81
% T48 6,94+0,01  6,90£0,04 30,73+0,76  30,83+x0,68  6,76+0,16  6,71+0,29 1284,67+15,70* 1341,67+19,76*
@ T72 6,95+0,05 6,93+0,08 31,07+0,80  31,33x0,64  6,62+0,13  6,36+0,18 1269,33+192,51 1449,00+56,63

TO 6,98+0,05 6,97£0,04 29,33t0,47 29,73+£0,50 6,26+£0,09  6,20+0,13 1174,67£34,93 1238,33£38,03
2.-_ T24 6,87+£0,06* 6,66+0,10* 29,67+0,40 29,77£0,45 6,35x0,08* 2,67+0,08*  1280,00+55,83* 1545,67£54,08*
% T48 6,96+0,05* 6,71+0,07* 29,57+0,35 29,70+0,26  6,17+0,06* 3,71+0,27*  1198,00+34,12* 1521,00+58,21*
& T72 6,87+0,05* 6,60+0,09* 29,87+0,31 29,77+0,31  5,64+0,44* 2,16+0,09*  1114,33+83,64* 1450,33+16,44*

TO 6,70+0,13* 6,53+0,03* 29,10+0,75  30,13#0,35 6,61+0,19  6,64+0,22 1168,33+45,74 1117,33+68,12
“’%- T24 6,96+£0,05* 6,51+0,02* 28,17+0,70 29,60+0,79  6,62+0,23* 5,11+0,47* 1118,33+£147,62* 1956,33+65,43*
% T48 6,77+£0,08* 6,48+0,03* 29,37+0,47 29,80+0,35 6,32+0,49* 4,17+0,09* 1395,00%4,00* 1989,67+66,43*
@ T72 6,84+0,06* 6,60+0,08* 29,80+0,26  29,90+0,60 6,38+0,23* 4,38+0,25*  1311,67+69,01* 1559,00+116,58*
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Tabela 2. Resultados referentes aos parametros analisados: biomassa por gravimetria (BIO) e

densidade Optica (DOs10nm) durante os testes de degradagdo de petréleo com as bactérias nos

diferentes intervalos de tempo (TB) em comparacdo aos controles (TC).

Tempo (h) Parametros
BIO (g.L ) DO610 nm
TC B TC B

TO 0,00+0,00  1,00+0,00 0,00+0,00* 0,08+0,01*
H%' T24 0,00+£0,00* 1,33+0,12* 0,00+£0,00* 0,11+0,01*
o
% T48 0,00+0,00* 2,33+0,31* 0,00+0,00* 0,13+0,01*
@ T72 0,00+0,00* 1,33+0,31* 0,00+£0,00* 0,08+0,00*

TO 0,00£0,00* 1,00+0,20* 0,00+0,00*  0,10+0,02*
Ns’-; T24 0,00+0,00* 2,67+0,12* 0,00+£0,00* 0,17+0,01*
é T48 0,00+£0,00* 1,33+0,12* 0,00+£0,00* 0,14+0,01*
& T72 0,00+£0,00* 1,07+0,12* 0,00£0,00*  0,13+0,02*
o TO 0,00+0,00* 0,93+0,23* 0,00+0,00* 0,08+0,01*
g T24 0,00+0,00* 2,33+0,23* 0,00+£0,00* 0,14+0,02*
£
'g. T48 0,00+£0,00* 1,13+0,12* 0,00£0,00*  0,13+0,02*
g T72 0,00+0,00* 1,33+0,42* 0,00+0,00* 0,11+0,02*
(:_ TO 0,00£0,00* 0,93+0,12* 0,00+£0,00* 0,07+0,01*
% T24 0,00£0,00* 2,13+0,12* 0,00+£0,00* 0,10+0,01*
§ T48 0,00+0,00* 2,47+0,12* 0,00+0,00* 0,16+0,02*
_E T72 0,00+£0,00* 1,07+0,23* 0,00£0,00* 0,08+0,01*
= TO 0,00+0,00* 1,00+0,20* 0,00+0,00* 0,08+0,01*
m% T24 0,00+0,00* 2,53+0,12* 0,00+0,00* 0,13+0,01*
é T48 0,00+0,00* 1,27+0,12* 0,00+0,00* 0,10+0,01*
§ T72 0,00+0,00* 1,13+0,46* 0,00+0,00* 0,08+0,01*

TO 0,00+0,00* 0,87+0,12* 0,00+0,00* 0,08+0,01*
T?'; T24 0,00£0,00* 2,53+0,12* 0,00+£0,00*  0,14+0,02*
é T48 0,00+0,00* 2,20+0,20* 0,00+0,00*  0,15+0,02*
cc;é T72 0,00£0,00* 1,13+0,12* 0,00£0,00* 0,12+0,02*

TO 0,00+0,00* 0,87+0,12* 0,00+0,00 0,08+0,00*
m?'; T24 0,00£0,00* 2,33+0,23* 0,00£0,00* 0,16+0,02*
é T48 0,00£0,00* 2,53+0,31* 0,00+0,00* 0,14+0,01*
cc;é T72 0,00£0,00* 1,00+0,20* 0,00+0,00* 0,13+0,02*




68

Em relagéo a Bacillus sp.2 observaram-se diferencas significativas para T, OD, CE, BIO
e DOs10nm. A T foi estatisticamente maior e diferiu-se significativamente em T24 (p=0,00).
O OD foi significativamente superior em TO (p=0,05) e T72 (p=0,03). Para a CE houve
diferenca significativa nos tempos TO (p=0,04), T24 (p=0,01) e T72 (p=0,00) (Tabela 1). ABIO
e a DOs10 nm diferiram significativamente (p=0,00) em todos os intervalos de tempo, TO, T24,
TA48 e T72 (Tabela 2).

Stenotrophomonas sp. apresentou diferenca significativa para T, OD, CE, BIO e
DOs10nm. Em relacéo a T, o tempo TO (p=0,02) foi estatisticamente superior as demais. O OD
e a CE diferiram significativamente em T24 (p=0,00 e p=0,02, respectivamente) e T72 (p=0,00)
(Tabela 1). A BIO e a DOs10 nm apresentaram diferenca significativa para todos os tempos
analisados, TO (p=0,00), T24 (p=0,00), T48 (p=0,00) e T72 (p=0,00) (Tabela 2).

Para Microbacterium sp. as analises estatisticas indicaram diferencas significativas para
OD, CE, BIO e DOg10nm. O OD foi significativamente maior em T24 (p=0,00), T48 (p=0,04) e
T72 (p=0,01). A CE diferiu significativamente nos tempos T24 (p=0,00) e T48 (p=0,00)
(Tabela 1). Em relacéo a BIO e a DOs10 nm, Observaram-se diferencas significativas em todos
os tempos, TO (p=0,00), T24 (p=0,00), T48 (p=0,00) e T72 (p=0,00) (Tabela 2).

Ja para Bacillus sp.® houve diferenca significativa no pH, OD, CE, BIO e DOg10 nm.
O pH foi significativamente superior no tempo TO (p=0,01). J4 em relagdo ao OD, observou-se
diferenca significativa em T24 (p=0,05). Para a CE verificou-se que o tempo T48 foi
significativamente maior (p=0,02) (Tabela 1). Os valores de BIO diferiram significativamente
em todos os tempos (p=0,00, p=0,00, p=0,00 e p=0,01, respectivamente). Para a DOs10nm todos
os intervalos de tempo apresentaram diferenca significativa, sendo p=0,00 (Tabela 2).

Em relacio a Bacillus sp.* verificou-se diferenca significativa no pH, OD, CE, BIO e
DOs10 nm quando comparados ao controle. O pH diferiu significativamente em T24 (p=0,03),
T48 (p=0,00) e T72 (p=0,01). O OD e a CE foram significativamente superiores em
T24 (p=0,00), T48 (p=0,00) e T72 (p=0,00) (Tabela 1). J& a BIO e a DOs10 nm demonstraram
diferenca significativa (p=0,00) em todos os tempos analisados, TO, T24, T48 e T72 (Tabela 2).

Bacillus sp.° apresentou diferenca significativa para pH, OD, CE, BIO e
DOe10nm. O pH foi significativamente maior em todos os intervalos de tempo (p=0,09, p=0,00,
p=0,00 e p=0,01, respectivamente). O OD e a CE diferiram significativamente em T24
(p=0,00 e p=0,00), T48 (p=0,00 e p=0,00) e T72 (p=0,00 e p=0,03) (Tabela 1). Paraa BIO e
DOe10 nm houve diferenca significativa (p=0,00) em todos os tempos verificados, TO, T24, T48
e T72 (Tabela 2).
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De modo geral, o pH apresentou pouca variagéo nos diferentes intervalos de tempo para
0s tratamentos com as bactérias inoculadas (TB), permanecendo em uma faixa de 6,48 a 7,34
(Tabela 1), sendo o maior valor de biomassa bacteriana obtido em pH de 6,94. Atagana et al.
(2003) verificaram que as maiores quantidades de micro-organismos degradadores e as maiores
taxas de degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo ocorreram entre pH 6,5 e 7,0, 0 que condiz
com os resultados obtidos. Balachandran et al. (2012) também verificaram que as maiores taxas
de degradac&o de hidrocarbonetos de petrdleo e éleo diesel por Streptomyces sp. ocorreram em
um pH 7,0.

Conforme Andrade et al. (2010), o processo de biorremediacdo depende da atividade
dos micro-organismos, que é diretamente influenciada pelo pH e temperatura, sendo a faixa
ideal de pH entre 6,5 a 8,5. Ja para Chen et al. (2006), este crescimento microbiano, diretamente
afetado pelo pH, é favorecido em uma faixa entre 6,0 a 8,0, 0 que corrobora também com o0s
resultados obtidos. Conforme Caldwell (2000) o pH interfere na atividade microbiana devido
ao efeito dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimaética, assim como,
indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes.

Para a temperatura (T) constatou-se, também, pouca variacdo nos diferentes intervalos
de tempo para as bactérias testadas (TB), sendo relatados os valores de temperatura minima de
27,63 °C e de temperatura maxima de 33,40 °C (Tabela 1). Tais resultados corroboram com as
pesquisas de Balachandran et al. (2012) e Liu et al. (2016) com Acinetobacter sp. e Streptomyces
sp., respectivamente, em que descrevem a temperatura de 30 °C como ideal para o crescimento
e para a degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos. Deng et al. (2014) também
relatam a biodegradabilidade de hidrocarbonetos de 6leo diesel (96,6%) em temperatura de
28 °C por Achromobacter sp.

A temperatura desempenha um importante papel na biodegradacédo de hidrocarbonetos,
conforme relatado por Margesin & Schinner (2001). O crescimento e a atividade dos micro-
organismos degradadores de petrdleo é facilmente afetada pelos valores de temperatura, visto
que este parametro influéncia nas reacGes bioquimicas, bem como nas propriedades fisicas e
guimicas dos hidrocarbonetos (Andrade et al., 2010; Boopathy, 2000; Margesin & Schinner,
2001; Naik & Duraphe, 2012).

Em relacéo a concentracédo de oxigénio dissolvido (OD), no presente estudo utilizou-se a
agitagdo em “shaker” de 160 rpm durante todo periodo experimental e houve uma tendéncia na
reducdo dos valores em TB, quando comparados ao controle, mas isto ndo afetou o crescimento
dos micro-organismos. De modo geral, o menor valor de OD foi de 2,16 mg.L™, registrado para

Bacillus sp.* e o maior valor foi de 6,71 mg.L* verificado para Bacillus sp.® (Tabela 1).
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A presenca de oxigénio é fundamental para que ocorra a degradacdo microbiana de
hidrocarbonetos de petréleo (Naik & Duraphe, 2012, Thapa et al., 2012), visto que € um
elemento limitante para o crescimento das bacterias aerobicas (Diaz, 2004).

De maneira similar ao presente estudo, Hamzah et al. (2010) e Prathiba et al. (2014), com
0 objetivo de isolar bactérias eficientes para degradar diesel e petréleo, respectivamente,
utilizaram a velocidade de rotagdo do “shaker” de 150 rpm, obtendo taxas de degradagdo de
95% e 77%. Segundo Deng et al. (2014), a rotacéo de 150 rpm gera uma boa areacdo no meio,
conservando a concentracdo de oxigénio dissolvido que € necessario no processo de
biorremediacéo.

A condutividade elétrica, pardmetro utilizado para o monitoramento do consumo de
nutrientes, foi, de modo geral, significativamente maior nos TB quando comparados ao
controle, demonstrando a degradacéo do petréleo e sua utilizagdo como fonte de carbono e
energia. Houve uma tendéncia de elevacdo nos valores de condutividade nos diferentes
intervalos de tempo, sendo as condutividades minima e maxima relatadas de 1117,33 mS.cm™
(Bacillus sp.®) e 2556,67 mS.cm™ (Bacillus sp.?), respectivamente (Tabela 1).

Akpoveta et al. (2011) e Vincent et al. (2011), com o objetivo de examinar os efeitos
dos hidrocarbonetos sobre as propriedades do solo, verificaram um aumento significativo da
condutividade apds o processo de biorremediacdo, corroborando com os dados do presente
estudo. A condutividade elétrica é uma indicacdo da quantidade de ions presentes no meio
(Arias et al., 2005). Sua elevacdo indica a degradacdo de petrdleo, visto que as bactérias
consomem 0s hidrocarbonetos, gerando ions dissociados, o que aumenta a condutividade
elétrica da solucdo (Atekwana et al., 2004). Da mesma forma, Dong et al. (2013) afirmam que
acidos organicos e ions sdo gerados durante o processo de degradacdo, o que promove um
aumento na condutividade elétrica.

Em relacdo a biomassa constataram-se valores superiores nos tempos T24 e T48. Este
parametro indica que o petréleo foi utilizado como fonte de carbono, permitindo o crescimento
das bactérias e 0, consequente, aumento de biomassa. De modo geral, verificou-se uma faixa
de variagdo de biomassa de 0,87 g.L™* a 2,67 g.L* (Tabela 2). Tanase et al. (2013), avaliando o
crescimento de quatro bactérias (Rhodococcus erythropolis, Achromobacter xylosoxidans,
Acinetobacter baumanii e Burkholderia cepacia) em substratos com hidrocarbonetos de
petréleo como a Unica fonte de carbono, obtiveram fases de crescimento exponencial entre 0s
dias 2 e 9.

A densidade optica (DOs10nm), assim como a quantificacdo de biomassa, permite o

monitoramento do crescimento das bactérias. No presente estudo verificou-se diferenca
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significativa entre todos os valores de densidade de TB quando comparados ao controle, sendo
o0 valor minimo relatado de 0,07 e 0 maior valor de 0,16 (Tabela 2). De modo similar a biomassa,
observou-se aumento nos valores de densidade dptica dos tempos T24 e T48. Nwinyi et al.
(2008), estudando o potencial de Rhodococcus sp. em biodegradar um hidrocarboneto
especifico, obtiveram aumento gradativo nos valores de densidade éptica (de 0,07 a 0,08 em
meio com menor concentracdo do contaminante e 0,13 a 0,16 com maior concentragdo do
contaminante), em um periodo de 21 dias.

Vale ressaltar que o controle dos parametros que afetam diretamente a biorremediacao
sdo importantes para que ocorra um bom desempenho no processo de descontaminagédo
ambiental (Boopathy, 2000), visto que, conforme Cheng & Mulla (1999), Chen et al. (2008) e
Naik & Duraphe (2012), a biorremediacao pode ser limitada se as condi¢des fisicas e quimicas

ndo forem favoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos micro-organismos degradadores.

Avaliacdo da capacidade de producao de biossurfactante

Das sete bactérias testadas quanto a producdo de biossurfactante, quatro foram
classificadas como fortemente positivas e trés como positivas (Tabela 3). Estes resultados
demonstram que 100% das bactérias analisadas produzem biossurfactante. Pinto et al. (2009),
com 0 objetivo de selecionar bactérias com capacidade de producdo de biossurfactante,
verificaram a potencialidade de Corynebacterium aquaticum, por meio da constatacdo da
reducdo da tensdo superficial e aumento da atividade emulsificante, com a possibilidade de sua
utilizacdo em processos de biorremediacéo. Hassanshahian et al. (2014), estudando 15 bactérias
isoladas de locais contaminados, selecionaram Corynebacterium variabile, a qual apresentou
alta atividade de emulsificacdo e producdo de biossurfactante, sendo capaz de degradar
petroleo bruto.

Tabela 3. Teste qualitativo da producado de biossurfactante pelas sete bactérias testadas.

Bactérias Producdo de biossurfactante?
1- Bacillus sp.* (+4)
2- Bacillus sp.? (+++)
3- Stenotrophomonas sp. (+++)
4- Microbacterium sp. (++)
5- Bacillus sp.? (++)
6- Bacillus sp.* (+++)
7- Bacillus sp.® (+++)
Controle )

afortemente positiva (+++); positiva (++); negativa (-).
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A producdo de biossurfactante se destaca como umas das principais propriedades das
bactérias degradadoras de petrdleo presentes na rizosfera de plantas fitorremediadoras
(Lai et al., 2009). Tratam-se de moléculas que reduzem a tensdo interfacial e estabilizam a
emulsdo dos poluentes, aumentando, deste modo, a sua biodisponibilidade e facilitando a
degradacdo dos hidrocarbonetos de petroleo (Banat et al., 2000; Brakstad et al., 2002;
Lai et al., 2009; Pacwa-Plociniczak et al., 2011; Thapa et al., 2012).

Avaliacdo da eficiéncia da degradacéo de petrdleo

Em relacdo a degradacéo dos hidrocarbonetos de petréleo, as analises cromatograficas
revelaram a reducdo de &rea relativas aos compostos analisados ap6s 24 e 48 horas no
tratamento com bactérias (TB) quando comparados aos respectivos controles (TC)
(Tabela 4, Fig. 3, Fig. 4 e Fig. 5). Os processos ndo bioldgicos ocorrem na mesma propor¢ao
para os tratamentos inoculados e controles, quando estes sdo submetidos as mesmas condicoes,
portanto a biodegradagdo dos compostos de petroleo € verificada por meio da reducéo das areas
destes compostos quando comparadas a um controle, fato destacado por Karima (1995) e Zhang
et al. (2014).

Bacillus sp.! demonstrou taxa de degradacdo dos compostos analisados entre 4 e 70%
em 24 horas e entre 18 e 72% em 48 horas. Bacillus sp.? apresentou taxa de degradacéo de
12 a 38% em 24 horas, sendo esta a menor taxa de reducdo para este tempo e de 2 a 82% em
48 horas. Stenotrophomonas sp. demonstrou uma variacdo de degradacao entre 18 e 58% em
24 horas e em 48 horas foi a mais eficiente das bactérias, apresentando taxas de degradacéo
entre 7 e 94% em 48 horas (Tabela 4 e Fig. 3).
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Tabela 4. Médias + desvios-padrao das areas relativas aos compostos de hidrocarbonetos de petroleo nos tratamentos com bactérias (TB) e controle
(TC), seguidas por porcentagem de degradacao das areas e diferencas estatisticas. TR - Tempo de retencdo; DEG - Degradacéo.

. TR P P DEG  Valor TR P P DEG Valor
Pico (min) Area TC Area TB (%) de p (min) Area TC Area TB (%) de p
Tempo 24 horas Tempo 48 horas
1 2,772 21155,5+9039,2 11061,8+5995,1 4471 0,128 3,138 18544,6+7130,6 5310,5+£1800,6 72,36  0,005*
2 2,983 26304,7+£17887,7 8533,5+£8839,0 67,56 0,128 3,716 18892,0+7582,2 11508,3+2156,7 39,08 0,093
3 3,636 45103,5+29453,3 15224,2+13843,1 66,25 0,128 3,886 17200,9+6685,3 7469,6+4705,7 56,57 0,031*
4 4,837 18189,3+£2261,0 11563,6+2950,1 36,43 0,005* 4,728 10941,6+5306,4 6539,5£1261,1 40,23 0,379
5 5,798 103848,9+48660,8 43715,5+16062,5 57,90 0,066 5,615 48944,8+23632,1 34894,8+3231,5 28,71 0,379
3 6 6,274 62686,7+32185,4 27433,9+9517,6 56,24 0,128 6,486 87228,0+43065,3 53504,4+24462,1 38,66 0,128
& 7 6,389 58352,8+9290,1 40204,9+11315,2 31,10 0,066 7,280  407841,7+184676,7 233697,0+163991,5 42,70 0,128
é 8 6,841 85334,5+12368,6 63050,4+19595,7 26,11 0,066 8,856 169361,3+80652,8 138555,6+18187,4 18,19 0,689
S 9 7,141  204111,1+134082,4  68720,8+53576,5 66,23 0,128 10,347 256431,7+£137200,5 187493,2+47228,2 26,88 0,575
@10 7,904 182341,8+38733,8  104837,1£29520,2 42,51 0,008* 11,219 567568,2+278594,0 364281,7+176888,4 35,82 0,230
11 8,053 92648,6+17875,3 75342,4+31121,5 18,68 0,379 12,707 302322,5+151065,2 192794,6+96444,7 36,23 0,298
12 8,456 203281,9+36404,2  196007,9+93411,2 3,58 0,936 13,211  124495,6+69859,3 68808,3+30754,4 44,73 0,230
13 9,430  298280,3+183604,3  99428,8+68895,0 66,67 0,045* 14,094  109847,4+58128,0 70601,3+29696, 35,73 0,230
14 13,843 265115,7+177397,5  80373,2£66666,6 69,68 0,045* 15,189 281405,3+171864,8 201081,7+69918,0 28,54 0,575
15 17,464  168458,6+63207,1 90552,5+26878,0 46,25 0,005* 17,666  215802,7+79889,1 166760,- £38079,7 22,73 0,575
1 4,838 5425,1+334,6 4661,5+738,8 14,07 0,128 4,142 16196,2+6805,4 2967,7£1212 5 81,68 0,005*
N 2 6,384 19550,5+1709,1 17031,6+4196,0 12,88 0,379 5,175 8759,3+983,8 3554,1+£1250,3 59,42  0,005*
& 3 7,197 45162,7+3191,0 39814,9+8168,7 11,84 0,379 5,505 34327,9+6207,7 14630,0+3703,4 57,38 0,005*
é 4 8,304 59268,2+6712,6 46513,6+20326,6 21,52 0,230 6,575 23193,1+5448,1 22688,4+5167,8 2,18 0,688
S 5 8,707 41466,9+3778,7 35079,0+7765,6 15,40 0,230 6,849 24403,1+6256,6 19882,9+4096,2 18,52 0,229
@ 5 8,913 39728,3+4478,3 33334,9+£7479,5 16,09 0,174 7,426 87740,2+25281,3 37869,3+9545,5 56,84 0,005*
7 10,160  102743,2+12153,3 86986,1+16487,3 15,34 0,066 7,816 49664,9+14439,2 19757,8+5094,2 60,22 0,005*

*Diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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. TR P P DEG  Valor TR P P DEG Valor
Pico (min) Area TC Area TB (%) de p (min) Area TC Area TB (%) de p
Tempo 24 horas Tempo 48 horas

8 10,902  135795,7+16133,8 87557,9+19049,8 35,52 0,005* 8,309 56071,1+19645,4 39254,5+13118,7 29,99 0,378

9 11,637  129434,5+15003,1  112840,3+24109,9 12,82 0,298 8,622 126512,7+43161,6 54793,6+24506,7 56,69 0,008*

s 10 12,372 50817,5+13350,9 35774,2£7411,8 29,60 0,020 8,914 37272,1+13880,7 34717,8£7615,2 6,85 0,575
§ 11 12,547 56073,2+8779,1 47869,1+14076,0 14,63 0,298 10,337  146966,7£53043,7 77609,9+16205,4 47,19  0,005*
= 12 15006  107584,4+13019,7 66959,4+29481,4 37,76 0,066 14,637 123112,3+62063,5 53992,0+18630,0 56,14 0,065
& 13 15326 92436,8+45211,2 67866,1+54948,9 26,58 0,379 15,656 73317,74£31342,1 64473,5+£32903,6 12,06 0,470
14 15,797  127856,9+17444,2 99893,9+20193,0 21,87 0,020* 18,955  137533,3+51639,1 54383,3+17319,0 60,46  0,020*

15 22,015 81849,8+46601,3 56214,4+12348,2 31,32 0,810 21,369  139920,4+35260,2 66409,8+40463,5 52,54 0,020*

1 2,985 22089,5+2699,0 14621,748711,5 33,81 0,229 4,537 88558,2+8321,9 5637,9£1312,1 93,63 0,005*

2 3,885 26500,4+4113,2 13388,6+12623,3 49,48 0,128 5,495 47727,0£7563,9 11675,7+4990,8 75,54  0,005*

3 5,506 64538,4+17115,7 32919,1+34811,1 48,99 0,128 8,086 46540,4+8824,0 29576,6+13434,0 36,45 0,045*

4 6,006 30352,6+7853,7 21253,74+8739,4 29,98 0,128 11,167  193457,2+40927,4 70873,9+29314,7 63,36  0,005*

s 5 7,423 101356,7+21387,7 72731,6£45456,6 28,24 0,297 11,831 63048,9+18167,1 43127,3+14523,1 31,60 0,174
§ 6 9,172 99900,0+23773,5 64423,1+395136 3551 0,128 11,921  160971,3+35681,9 66268,5+37511,7 58,83 0,008*
é 7 11,641  121816,9+31751,0 73212,4450634,1 39,90 0,128 12,488 85954,3+22768,3 32575,4+9406,4 62,10 0,005*
e 8 13,949 49713,0+11644,9 34682,7+13248,7 30,23 0,378 12,706  150781,6+35482,8 37402,7+12864,5 75,19 0,005*
§' 9 14,357  192973,0+43687,4 81594,2+91917,6 57,72 0,128 13,764  33923,1+11093,1 31425,6+10551,5 7,36 0,936
§ 10 14,687 85621,9+21365,8 69200,6£57166,2 19,18 0,810 14,094 51557,7+13890,3 19699,6+6235,4 61,79 0,005*
g 1 16,851  119187,2+24349,1 73074,2442778,1 38,69 0,030* 14,682 171319,8+21564,4 123722,6+64626,4 27,78 0,066
12 19,869 92932,6+16794,6 76706,5+47960,8 17,46 0,575 15,015 72270,6+24560,2 46018,8+21788,1 36,32 0,471

13 20,417  259508,7+49321,3  142118,4+14771,4 4524 0,229 16,016 126625,5+30931,77 30938,3+8965,2 75,57  0,005*

14 23,983 77445,4+31821,7 35067,2+£29173,5 54,72 0,092 16,658 78670,1+12422,4 70793,0£17510,5 10,01 0,810

15 26,092 38200,4+11770,8 19756,7£17656,6 48,28 0,128 21,542  108770,6+19133,2 88259,8+24376,4 18,86 0,128

*Diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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. TR P P DEG  Valor TR P P DEG Valor
Pico (min) Area TC Area TB (%) de p (min) Area TC Area TB (%) de p
Tempo 24 horas Tempo 48 horas
1 5,248 25264,5+17357,4 4270,4+1085,8 83,10 0,031* 5,689 56408,1+10751,5 23796,4+16357,9 57,81 0,005*
2 5,692 43358,4+20115,1 36281,5+9180,3 16,32 0,379 7,659 116895,8+10128,0 52113,8+28928,2 55,42  0,005*
3 6,847 18709,4+5976,0 13636,7+£3427,9 27,11 0,174 8,290 93713,4+8087,5 19669,0+8839,9 79,01 0,005*
4 7,561 124779,9+98425,0 62863,0£17027,9 49,62 0,575 9,689 121657,0+12837,4 57642,3+27729,5 52,62 0,005*
s 5 9,770 99764,7+55323,1 55174,9+16562,4 44,69 0,128 10,808  106933,6+10908,0 24492,8+13328,2 77,10 0,005*
g 6 10,745  139835,7+87557,6 43535,5+142948 68,87 0,005 11,580 82719,9+7767,4 30804,8+15416,0 62,76  0,005*
=2 7 11,711 35594,8+8418,9 23967,3+£7965,9 32,67 0,093 11,856 170468,7+12843,1 46904,6+25375,7 72,48 0,005*
% 8 12,530 20642,7+9173,6 20041,7+6800,9 2,91 0,936 12,315 33287,0+4091,7 21002,8+11995,2 36,90 0,066
f-g 9 13,055 70086,6+45156,1 30279,3+12281,2 56,80 0,031* 12,655 215642,0+22696,0 50899,7+26277,2 76,40 0,005*
S 10 14,752 43730,2+9084,1 13849,0+£6745,3 68,33 0,005* 13,052 53368,2+14544,7 28519,3+16452,3 46,56 0,020*
= 11 14877 46493,2+16479,0 39321,7+18190,3 1542 0,379 13,383 40653,9+13476,0 32057,3+18664,9 21,15 0,298
12 16,352 66000,6+24922,9 35302,5+16276,8 46,51 0,045* 14,337  151982,9+21305,2 36683,5+20635,9 75,86  0,005*
13 16,529 63196,1+6,150,0 37321,4+16056,8 40,94 0,008* 16,414 53212,6+12936,6 27641,6+16986,8 48,05 0,031*
14 16,706 71650,9+14164,9 31231,8+13980,3 56,41 0,005* 17,082 77053,5+13767,2 42131,8+23450,5 45,32 0,013*
15 17,249 70666,5+30004,1 64126,5+17622,0 9,25 0,810 18,130  144313,0+24583,7 81756,0+41328,2 43,35 0,013*
1 6,012 59175,2+5174,7 27027,6£13795,3 54,33 0,379 4,087 9350,6+3657,1 6593,2+2360,1 29,49 0,093
o 2 6,564 68309,2+4269,2 30123,8+15827,2 5590 0,298 5,170 7944,746694,7 2873,9+901,6 63,83 0,230
& 3 7,042 38343,9+39076,5 15892,7+9093,1 58,55 0,298 6,329 32266,1+13818,4 11575,6+3883,5 64,12 0,008*
3 4 7,207 95444,0+£3076,0 44489,1+23739,8 53,39 0,379 7,979 143427,4+78879,4 45650,5+13640,7 68,17 0,020*
T‘E’ 5 7,281 458376,6+35155,8  273555,9+14131,8 40,32 0,810 8,068 140706,6+46255,5 54816,9+29281,7 61,04 0,008*
@ 6 7,979 305144,6+18878,0  150437,5+82167,0 50,70 0,379 8,398 70473,8+51213,1 47486,5+14838,9 32,62 0,689
7 8,082  115012,8+121298,1  54303,4+30888,8 52,78 0,379 8,531  184678,6+125133,2 51601,6+16302,2 72,06 0,005*

*Diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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. TR P P DEG  Valor TR P P DEG Valor
Pico (min) Area TC Area TB (%) de p (min) Area TC Area TB (%) de p
Tempo 24 horas Tempo 48 horas
8 8,395 167915,5+13522,3  83057,7+47065,2 50,54 0,379 8,704 116370,2+37221,3 47022,2+23494,2 59,59 0,008*
9 8,448  139479,0+144685,9 64354,6+37027,7 53,86 0,379 9,575  298141,9+196397,3 190431,6+58527,6 36,13 0,471
% 10 8,523  193042,3+126740,2 65080,0+38519,7 66,29 0,031* 11,436 188085,3+125883,3 69065,8+21585,5 63,28 0,031*
§ 11 8,706 89722,1+93669,3  39056,3+23442,2 56,47 0,379 11,531 91924,0£52929,3 50879,9+17487,6 44,65 0,093
% 12 8,915 93435,7+88371,6  35802,5+21121,0 61,68 0,066 12,244 81057,3+43419,1 34579,3+11848,0 57,34 0,032*
S 13 10,594 133513,5+152971,9 63505,9+39879,7 52,43 0,379 15,829 50323,3+29619,7 38524,8+16734,3 23,45 0,379
14 11,543  123463,9+971155 42137,6+£26750,3 65,87 0,020* 17,047 93758,2+45287,9 82952,7+17086,9 11,52 0,689
15 14,064 97019,5+81135,7  82279,3+55800,8 15,19 0,810 17,632  148554,0+35705,3 138412,1+43757,5 6,83 0,810
1 2,436 9237,3+6156,0 4548,6+£1962,9 50,76 0,230 4,275 11193,3£1579,5 4255,2+24364 61,98 0,005*
2 2,873 16234,2+2238,4 13688,6+4551,7 15,68 0,471 4,941 75468,9+6761,1 6614,0£3778,9 91,24 0,005*
3 5,940 21993,8+10363,5 11864,6+1905,2 69,93 0,379 5,843 45233,1+3154,4 11923,2+6874,3 73,64 0,005*
4 7,123 36317,0+£18041,3 31578,2+6000,9 13,05 0471 6,703 93146,2+65484,1 15518,2+994,9 83,34 0,379
5 9,900 172134,3+11172,3  126599,4+61079,0 26,45 0,689 7,175 51178,0+3913,8 16864,5+2992,7 67,05 0,005*
- 6 10,974  102461,7+22106,8 57070,0+17503,3 44,30 0,013* 7,783 110309,3+31284,6 28711,0+2159,8 73,97 0,005*
& 7 11,879  190955,9+128133,3  109308,2+89876,3 42,76 0,575 7,965 85183,2+6163,4 52220,6+27652,4 38,70 0,005*
é 8 12,177 64058,1+43042,9 60680,9+12124,2 5,27 0,936 8,363 39742,946424,5 34092,4+3667,3 14,22 0,093
S 9 13,339 57613,9+24003,3 37614,6+9065,7 34,71 0,230 8,439 54108,6+24608,6 31746,0+3079,6 41,33 0,013*
@10 14,000 37248,9+20314,3 36361,2+7246,3 2,38 0,936 8,643 77146,7+65077,8 30681,9+4710,4 60,23 0,031*
11 14,423 34662,5+18068,0 20461,4+8782,8 40,97 0,128 9,587  187189,3£100683,1 160200,0+9016,6 14,42 0,379
12 14,567 35824,2+12074,2 31102,7+13106,4 13,18 0,689 9,902 147872,4+87149,9 81321,3+6863,3 45,01 0,379
13 15,170 89808,3+67258,5 53317,1+36911,2 40,63 0,379 15,169 77231,4+47226,5 32040,5+4709,2 58,51 0,379
14 16,387 93924,3+47635,4 477442177436 49,17 0,230 17,169 46845,9+4500,5 43681,0+2441,3 6,76 0,128
15 16,881 56391,9+25550,6 53723,5+14799,5 4,73 0,936 17,414  142049,2+69229,5 81302,8+10909,6 42,76 0,174

*Diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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. TR P P DEG  Valor TR P P DEG Valor
Pico (min) Area TC Area TB (%) de p (min) Area TC Area TB (%) de p
Tempo 24 horas Tempo 48 horas

1 4,538 132188,6+21822,2 81087,3+52455,9 38,66 0,093 3,293 13472,1+£15847,5 6901,1+4756,3 48,77 0,810

2 5,041 8839,0+1773,1 5265,4+2258,4 40,43 0,008* 3,752 7352,2+3658,2 6631,4+3812,8 9,80 0,810

3 6,280 30349,7+£7085,1 25935,7+4452,5 1454 0,230 5,110 20355,7+£14610,7 14424,0£7180,0 29,14 0,936

4 7,023 17899,8+4575,8 13297,4+3256,3 25,71 0,230 5,998 18301,9+4299,3 17798,9+5037,0 2,75 0,936

5 8,745 55807,0+£14190,0 43075,4+2610,3 22,81 0,013* 6,837 30955,8+10869,6 27117,1+2278,8 12,40 0,936

- 6 9,168 110886,1+28095,6 70652,2+27235,6 36,28 0,066 7,753 89233,7+103232,7 87551,1+104021,9 1,89 0,936
G 7 10,801  246150,8+59773,4  146939,7+74282,7 40,30 0,066 8,044 35833,1+16145,9 31061,1+12418,7 13,32 0,810
é 8 11,166  254187,1+57978,9  149201,8+90934,0 41,30 0,066 8,745 72743,0£35656,7 68698,8+36487,6 556 0,575
S 9 12,406 57400,9+18449,2 46548,4+15408,7 18,91 0,128 10,338  115695,2+50459,6 115090,5+60777,2 0,52 0,575
© 10 13622 63895,9+17488,2 47634,3+5034,2 2545 0,045* 10,955  131873,4+47729,7 128494,9+41740,8 2,56 0,936
11 14,152 92372,2+23885,4 55407,7+28861,6 40,02 0,013* 11,339  116848,6+44160,9 115552,3+38501,8 1,11 0,810

12 15,011  118402,7+29680,2 67066,6£21024,3 43,36 0,013* 11,633  101941,7+40921,8 98532,8+33728,8 3,34 0,936

13 16,017  172864,0+43474,3  103346,5+56857,0 40,22 0,045* 11,777 92755,8+68498,0 55341,9+13804,1 40,34 0,174

14 19,753  124791,6+48716,3 94358,1+12766,2 24,39 0,298 13,758 41635,4+9006,5 39186,1+5148,3 5,88 0,936

15 20,883  152250,5+45672,1  101989,1+36460,6 33,01 0,174 15,236 57121,9+20335,4 55081,8+19042,1 3,57 0,936

*Diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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Fig. 3. Cromatogramas referentes a degradacdo dos compostos de petréleo pelas bactérias, em
que a area esta em funcdo do tempo de retencdo. (a) C24 - Bacillus sp.t; (b) T24 - Bacillus sp.%;
(c) C48 - Bacillus sp.t; (d) T48 - Bacillus sp.}; (e) C24 - Bacillus sp.?; (f) T24 - Bacillus sp.?;
(g) C48 - Bacillus sp.?; (h) T48 - Bacillus sp.%; (i) C24 - Stenotrophomonas sp.; (j) T24 -

Stenotrophomonas sp.; (k) C48 - Stenotrophomonas sp.; (I) T48 - Stenotrophomonas sp.



79

Em relacdo a Microbacterium sp. observou-se taxa de degradacdo dos compostos de
3 a 83% em 24 horas, sendo esta a bactéria mais eficiente na degradagcdo de compostos neste
tempo, e de 21 a 79% em 48 horas. A taxa de degradacdo dos compostos por Bacillus sp. foi
entre 25 e 66% em 24 horas e entre 7 e 72% em 48 horas (Tabela 4 e Fig. 4). Ja Bacillus sp.*
apresentou uma variacao de degradacédo de 2 a 70% em 24 horas e de 7 a 91% em 48 horas. Por
fim, Bacillus sp.> demonstrou uma taxa de degradacéo dos compostos analisados entre 14 e 43%
em 24 horas e em 48 horas foi a bactéria com as menores taxas de degradacao, relatadas entre
0,52 e 49% (Tabela 4 e Fig. 5)
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Fig. 4. Cromatogramas referentes a degradacdo dos compostos de petroleo pelas bactérias, em

3

que a area estd em funcdo do tempo de retencdo. (a) C24 - Microbacterium sp.; (b) T24 -
Microbacterium sp.; (c) C48 - Microbacterium sp.; (d) T48 - Microbacterium sp.; (e) C24 -
Bacillus sp.3; (f) T24 - Bacillus sp.®; (g) C48 - Bacillus sp.3; (h) T48 - Bacillus sp.2.
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Fig. 5. Cromatogramas referentes a degradacdo dos compostos de petréleo pelas bactérias, em
que a area esta em funcdo do tempo de retencdo. (a) C24 - Bacillus sp.%; (b) T24 - Bacillus sp.;
(c) C48 - Bacillus sp.*; (d) T48 - Bacillus sp.%; (€) C24 - Bacillus sp.>; (f) T24 - Bacillus sp.’;
(g) C48 - Bacillus sp.%;(h) T48 - Bacillus sp.°.

Dos compostos analisados, em relacdo aos tempos 24 e 48 horas de todas as bactérias,
26,25% e 50,40%, respectivamente, apresentaram valor de p<0,05, indicando redugdo
significativa da area dos compostos nos tratamentos com bactérias quando comparados aos
respectivos controles. Além disso, de maneira geral, as taxas de degradacéo de hidrocarbonetos
pelas bactérias analisadas variavam de 11,84% (Bacillus sp.?) a 83,10% (Microbacterium sp.)
em 24 horas e de 0,52% (Bacillus sp.®) a 93,63% (Stenotrophomonas sp.) em 48 horas.

Al-Wasify & Hamed (2014) verificaram taxas de degradacdo de compostos de petroleo
de 77,8% por Pseudomonas aeruginosa, 76,7% por Bacillus subtilis e 74,3% por Acinetobacter

Iwoffii, em um periodo de 28 dias de incubacdo. Roy et al. (2002) constataram taxas de
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degradacéo de 47% a 78% de petroleo bruto em 20 dias, por Pseudomonas sp., Mycobacterium
sp. e Nocardia sp. Liu et al. (2014) relataram que Acinetobacter sp. pode utilizar 6leo bruto
como a Unica fonte de carbono, proporcionando uma degradacdo de 70,3% em sete dias.
Ja Hassanshahian et al. (2014) constataram a capacidade de Corynebacterium variabile em
degradar 82% dos compostos de petréleo bruto, sobretudo alcanos, também em sete dias. Diante
deste fato, cabe ressaltar a importancia dos resultados do presente estudo, visto que, as altas
taxas de degradacédo de hidrocarbonetos de petréleo foram relatadas em um curto periodo de

tempo quando comparados a outros estudos.

Correlacdo dos parametros analisados

As correlacGes entre as principais variaveis que contribuem para o processo de
biorremediacdo dos hidrocarbonetos de petrdleo, pelas bactérias analisadas, podem ser
visualizadas na Tabela 5. Constatou-se que, para as sete bactérias, a correlagdo entre CE x OD
variou entre negativa regular (r = -0,50) e negativa perfeita (r = -1,00) nos tempos T24 e
T48 horas, 0 que demonstra que tais parametros sao inversamente proporcionais (Tabela 5).
Deste modo, para que a biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo aconteca, o OD €
utilizado no metabolismo bacteriano (Naik & Duraphe, 2012; Thapa et al., 2012) e este
processo de degradacdo gera acidos organicos e ions, que promovem um aumento na CE do
meio (Atekwana et al., 2004; Dong et al., 2013).

Para os parametros BIO x CE houve variacdo de correlagdo nula (r = 0,00) a positiva
perfeita (r = 1,00) no tempo T48 horas, sendo a primeira relatada apenas para Bacillus sp.
(Tabela 5). Isto demonstra que conforme ocorre a biodegradacdo dos hidrocarbonetos, a CE
aumenta (Dong et al., 2013) e a BIO também, devido a utilizacdo dos hidrocarbonetos pelos
micro-organismos como fonte de energia e consequente crescimento microbiano (McCutcheon
& Schonoor, 2003). Zhang et al. (2010) também citam que existe uma correlagdo positiva entre
a biodegradacao de petréleo e a producdo de biomassa bacteriana.

Em relacdo aos parametros DO x OD verificaram-se correlacdes variando de nula
(r = 0,00) a negativa forte (r = -0,87), sobretudo, para o tempo T24 horas, sendo a primeira
apenas relatada para Bacillus sp.?. Estes resultados demonstram que tais variaveis, ao se
correlacionarem negativamente, indicam que esta ocorrendo a degradacéo dos hidrocarbonetos
de petroleo (Tabela 5), visto que, durante o processo de degradagéo, o oxigénio é consumido e

o carbono é utilizado para o crescimento microbiano (McCutcheon & Schonoor, 2003;
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Mendes et al., 2013; Prashar et al., 2014). Deste modo, os valores de DO aumentam e os de OD

reduzem, conforme a degradacao ocorre.

Tabela 5. Valores de r dos parametros pH, temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD),

condutividade elétrica (CE), biomassa (BIO) e densidade dptica (DO) para a avaliagdo de suas

interacdes durante o processo de biorremediacéo por meio da Correlagcdo de Spearman.
Correlagbes TO horas T24 horas T48 horas T72 horas

pHX T 1,00% 0,87' 0,50" -1,00°

OD X pH -0,50° 1,00% -1,00° 1,00%
ODXT -0,50° 0,87 -0,50° -1,00¢

CE X pH 0,50" 0,50" 1,00% 0,50"
CEXT 0,50" 0,87 0,50" -0,50°

-+ CEXOD -1,00¢ 0,50 -1,00¢ 0,50"
& BIOXpH 0,00 0,00 -0,50° -0,50P
3 BIOXT 0,00f 0,50" 0,50" 0,50"
S BIOXOD 0,00 0,00 0,50" -0,50°
o BIOXCE 0,00f 0,87 0,50" -1,00¢
DO X pH 0,00 0,87 -0,87¢ -0,87¢
DOXT 0,00f 1,00K -0,87¢ 0,87

DO X OD 0,87 -0,87¢ 0,87 -0,87¢

DO X CE -0,87¢ 0,87 -0,87¢ 0,00f

DO X BIO 0,00f 0,50" 0,00f 0,00f
pHXT -0,50° -0,50° -1,008 1,00%

OD X pH 0,50" -0,50° -0,50° 0,50"
ODXT 0,50" 1,00K 0,50" 0,50"

CE X pH -0,50° 0,50" -0,50° -0,50P
CEXT 1,00k -1,00¢ 0,50" -0,50°

~ CEXOD 0,50" -1,00¢ -0,50° -1,00¢
& BIOXpH 0,50" -0,87¢ -0,87¢ 0,87
3 BIOXT -1,00¢ 0,87 0,87 0,87
S BIOXOD  -050 0,87 0,00 0,87
m  BIOXCE -1,00¢ -0,87¢ 0,87 -0,87¢
DO X pH -0,87¢ 0,87 -0,50° 1,00%
DOXT 0,87 0,00f 0,50" 1,00K

DO X OD 0,00f 0,00f -0,50° 0,50"

DO X CE 0,87 0,00f 1,00K -0,50°
DOXBIO  -0,87° -0,50° 0,87 0,87
pHX T 1,00 1,00¥ 1,00 -0,50°

OD X pH 0,50 -0,50P 1,00k -0,50P
ODXT 0,50" -0,50° 1,00¥ -0,50°

CE X pH 1,00k 0,50 -1,00¢ 0,50
CEXT 1,00¥ 0,50 -1,00¢ -1,00¢

Letras representam: a- correlacdo negativa fraca; b-negativa regular; c- negativa forte;
d- negativa muito forte; e- negativa perfeita; f- nula; g- positiva fraca; h- positiva regular;

I- positiva forte; j- positiva muito forte; k- positiva perfeita (Callegari-Jacques, 2003).



Tabela 5. Continuagéo.

Correlagcbes TO horas T24 horas T48 horas T72 horas
CEXOD 0,50" -1,00° -1,00° 0,50"
o BIOXpH 0,00f 0,00f -0,87¢ 0,50"
@ BIOXT 0,00 0,00" -0,87° 0,50"
S BIOXOD -087° 0,00 -0,87¢ -1,008
€ BIOXCE 0,00° 0,00° 0,87' -0,50°
& DOXpH 1,00% 0,00f 0,00 -0,50°
% DOXT 1,00K 0,00f 0,00f -0,50°
c DOXOD 050" -0,87¢ 0,001 1,00
»  DOXCE 1,00% -0,87¢ 0,00f 0,50"
DO X BIO 0,00f 0,00f 0,00f -1,00°
pHX T -0,87¢ -0,50° 0,50" -0,50°
OD X pH 0,50" 0,50" -0,50° 0,50"
ODXT 0,00 0,50" 0,50" -1,00¢
CE X pH -0,50° 0,50" 0,50" 1,004
g CEXT 0,00" 0,50" -0,50° -0,50°
e CEXOD -1,00¢ 1,00k -1,00¢ 0,50"
2 BIO X pH 0,00 0,00f 0,87 -0,87¢
£ BIOXT 0,50" -0,87° 0,00f 0,00
S BIOXOD 087 -0,87° -0,87° 0,00
S BIOXCE  -087° -0,87¢ 0,87 -0,87¢
= DO XpH 0,87 -0,87¢ 0,87' -0,87¢
DOXT -1,00° 0,00f 0,87’ 0,00
DO X OD 0,00f -0,87¢ 0,00 0,00f
DO X CE 0,00f -0,87¢ 0,00f -0,87¢
DO XBIO  -0,50° 0,50" 0,50" 1,00%
pHX T 0,00 0,87' 1,00% -0,50°
OD X pH 1,00% 0,87' 0,50" 0,50"
ODXT 0,00f 1,00 0,50" 0,50"
CE X pH -0,50° 0,87 0,50" 1,004
CEXT 0,87 0,50" 0,50" -0,50°
- CEXOD -0,50P 0,50" -0,50° 0,50"
& BIOXpH  -1,00° 0,50" 0,87 0,00f
S  BIOXT 0,00f 0,00f 0,87’ -0,87¢
5 BIOXOD  -1,00° 0,00 0,87 -0,87°
m  BIOXCE 0,50" 0,87’ 0,00 0,00
DO X pH 0,50" -0,87¢ 0,00 0,87
DOXT 0,87' -0,50° 0,00 -0,87¢
DO X OD 0,50" -0,50° 0,00f 0,00f
DO X CE 0,50" -1,008 0,00 0,87'
DOXBIO  -0,50° -0,87¢ 0,001 0,50"

83

Letras representam: a- correlagdo negativa fraca; b-negativa regular; c- negativa forte;

d- negativa muito forte; e- negativa perfeita; f- nula; g- positiva fraca; h- positiva regular;

i- positiva forte; j- positiva muito forte; k- positiva perfeita (Callegari-Jacques, 2003).
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Tabela 5. Continuagao.
Correlagcbes TO horas T24 horas T48 horas T72 horas

pHX T 0,50" 1,00% -0,50° -1,00°

OD X pH -0,50° 1,00% -1,00¢ -0,50°
ODXT -1,00¢ 1,00K 0,50" 0,50"

CE X pH -0,50° 0,50" 1,00% 0,50"
CEXT -1,00¢ 0,50" -0,50° -0,50°

< CEXOD 1,00K 0,50" -1,00° -1,00¢
& BIOXpH -0,87¢ -0,87¢ 0,50 -0,87¢
3 BIOXT -0,87¢ -0,87¢ -1,00¢ 0,87
S BIOXOD 087 -0,87° -0,50° 0,00
© BIOXCE 0,87 -0,87¢ 0,50" 0,00f
DO X pH 0,87 -0,87¢ 0,87 -0,50°
DOXT 0,00f -0,87¢ -0,87¢ 0,50"

DO X OD 0,00f -0,87¢ -0,87¢ 1,00K

DO X CE 0,00f 0,00f 0,87 -1,00¢

DO XBIO  -0,50° 0,50" 0,87 0,00f
pHX T -0,50° 0,50" 0,87' -1,00¢

OD X pH 0,50" 1,004 -0,50° 0,50"
ODXT -1,00¢ 0,50" 0,00f -0,50°

CE X pH -1,00° -0,50° 0,50" -1,008
CEXT 0,50" -1,00¢ 0,00f 1,00K

»  CEXOD -0,50P -0,50P -1,008 -0,50°
& BIOXpH 0,00f 0,87 0,50" 0,50"
3  BIOXT -0,87¢ 0,00f 0,00f -0,50°
?-é BIO X OD 0,87 0,87 -1,00° 1,00K
o BIOXCE 0,00 0,00 1,00k -0,50P
DO X pH 0,00 -0,87¢ 0,50" 0,87
DOXT -0,87¢ -0,87¢ 0,87 -0,87¢

DO X OD 0,87 -0,87¢ 0,50 0,87

DO X CE 0,00f 0,87 -0,50° -0,87¢

DO X BIO 1,00¥ -0,50° 0,50" 0,87

Letras representam: a- correlacdo negativa fraca; b-negativa regular; c- negativa forte;
d- negativa muito forte; e- negativa perfeita; f- nula; g- positiva fraca; h- positiva regular;

i- positiva forte; j- positiva muito forte; k- positiva perfeita (Callegari-Jacques, 2003).

Por fim, para os parametros DO x BIO constataram-se correlagdes variando de nulas
(r = 0,00) a positivas fortes (r = 0,87), sobretudo para o tempo T48 horas, demonstrando que
tais variaveis ao se correlacionarem, indicam que esta ocorrendo o processo de degradacao de
petréleo no tempo analisado (Tabela 5).

Diante de tais resultados, cabe ressaltar que a correlacdo entre os parametros analisados
(biomassa x condutividade elétrica, densidade Optica x oxigénio dissolvido e densidade

Optica x biomassa) se torna importante para o monitoramento do processo de degradacdo dos
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hidrocarbonetos de petréleo, visto que estas variaveis indicam a reducdo destes compostos.
Além disso, ao constatar-se o crescimento de micro-organismos em ambientes contaminados
com petroleo (por meio do aumento da biomassa microbiana e densidade Optica), pode-se
afirmar que estes sdo degradadores, visto que se desenvolveram no meio utilizando o carbono

como fonte de energia, fato também defendido por Prashar et al. (2014).

Conclusodes

As sete bactérias extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras, Bacillus sp.t,
Bacillus sp.?, Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.3, Microbacterium sp., Bacillus sp.* e
Bacillus sp.®, demonstraram-se tolerantes e eficientes quanto a degradagio de petroleo, visto
gue se desenvolveram em um meio em que o petréleo foi utilizado como Unica fonte de carbono
e energia.

Os parametros CE, OD, BIO e DO sdo as principais variaveis que indicam a ocorréncia
do processo de degradacao e devem ser considerados e analisados com o intuito de selecionar
bactérias com capacidade de degradar petréleo.

A eficiéncia para a degradacdo foi comprovada pela reducdo das areas relativas aos
compostos de petréleo para todas as bactérias, entretanto, observou-se que Microbacterium sp.
e Stenotrophomonas sp., respectivamente, apresentaram-se como mais eficientes para a
degradacdo dos compostos de petroleo em 24 e 48 horas. Além disso, estas sete bactérias
também sdo capazes de produzir biossurfactante, moléculas que auxiliam durante a degradacéo
dos hidrocarbonetos de petréleo.

Os resultados obtidos podem auxiliar no desenvolvimento e/ou aprimoramento de
técnicas de biorremediacdo, uma vez que estas bactérias sdo altamente eficientes e podem ser
utilizadas, isoladas ou também associadas em consorcios bacterianos, para o tratamento de areas

contaminadas com petrdleo.
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CAPITULO IV

Imobilizacdo de consdrcios de bactérias degradadoras de petréleo extraidas da rizosfera

de plantas fitorremediadoras

Suellyn Homan & Leila Teresinha Maranho

Resumo

Para otimizar a biorremediacdo de ambientes contaminados com petréleo micro-
organismos, comprovadamente degradadores de hidrocarbonetos podem ser combinados em
consorcios e imobilizados para utilizacdo em processos de bioaumentacdo. Neste sentido,
objetivou-se desenvolver um produto a partir da imobilizacdo dos consorcios de bactérias
extraidas da rizosfera de plantas fitorremediadoras para degradacédo de petrdleo. Sete bactérias
foram combinadas em consorcios por meio de suas caracteristicas morfofisioldgicas. Para a
imobilizacdo destes consorcios, obteve-se biomassa bacteriana por meio de fermentacdo em
biorreator e apds foram preparadas microesferas de alginato e quitosana. Os consorcios
demonstraram-se eficientes, visto que nao foi verificada interferéncia entre os micro-
organismos constituintes. As microesferas, obtidas a partir da imobilizacdo desses consorcios,
demonstraram alta viabilidade celular apdés a liofilizacdo (74%), iniciando a liberacdo
microbiana, quando ressuspensas, no tempo zero. Estes resultados indicam que a utilizacéo de
biomassa dos consorcios para a formacdo de microesferas € vidvel para preservacdo e
armazenamento microbiano e a utilizacdo de alginato e quitonasa como matrizes, raramente
citada em outros estudos, € uma forma inovadora de otimizar este processo.

Palavras-chave: Biorremediacdo; micro-organismos; consorcio; imobilizacao.

Introducéo

O petréleo constitui um dos mais importantes vetores da matriz energética mundial, pois
fornece subprodutos que compdem a principal fonte de energia para as inddstrias e atividades
diérias da populacdo (Speight, 2012; Speight, 2014). Entretanto, também é uma das causas mais
agravantes de poluicdo ambiental (Aleixo et al., 2007; Weber; Santos, 2013), causada por
processos de extracdo, refino, processamento, transporte, além de derramamentos, vazamentos
acidentais e rompimentos de tubulagdes (Aleixo et al., 2007; Das & Chandran, 2011,
Malik et al., 2012; Liu et al., 2013).
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Devido, principalmente, & sua complexidade quimica, estabilidade molecular e baixa
solubilidade em &gua, normalmente o tratamento de &reas contaminadas por hidrocarbonetos
de petrdleo torna-se complexo e problematico (Jacques et al., 2007; Andrade et al., 2010;
Andreolli et al., 2011). Constitui, desta forma, um grave risco ambiental, que necessita de
gerenciamento constante (Lopes & Piedade, 2010), sendo necessaria a utilizacdo de técnicas
para a remediagédo do local afetado.

As tecnologias empregadas para a remediacéo de solo contaminado com petroleo estdo
relacionadas a lavagem do solo contaminado (Hans-Holgar & Alexander, 2000;
Juck et al., 2000; Frutos et al., 2012), extracdo por solventes (Gan et al., 2009; Liu et al., 2012;
Mohanty et al., 2013), ventilacdo do solo (Amro, 2004; Andrade et al., 2010), tratamento
térmico, como a dessorcao térmica (Terratherm, 2003; Amro, 2004; Falcigliaet al., 2011), além
de almofadas esteiras-padrdo (Buyukkamaci & Kucukselek, 2007). Esses sdo métodos onerosos
e geram grande perturbacdo local na aplicagdo e, em muitos casos, s&0 economicamente
invidveis (Sangabriel et al., 2006; Soleimani et al., 2010; Liu et al., 2012).

Surge, entdo, a necessidade do desenvolvimento de técnicas mais viaveis e sustentaveis
para o tratamento de ambientes contaminados com petréleo, dentre as quais destacam-se a fito
e a biorremediacdo (Jacques et al., 2007; Farias et al., 2009; Molinos-Senante et al., 2015).
A fitorremediacdo caracteriza-se pela utilizacdo de plantas e micro-organismos associados a
rizosfera - regido do solo sob influéncia da presenca de raizes, onde ocorre a maior parte das
interacdes entre micro-organismos e plantas (Macek et al., 2000) - para remover, degradar ou
estabilizar contaminantes presentes no solo (Cunningham et al., 1996a; Gerhardt et al., 2009;
McGuinness & Dowling, 2009; Ighovie & Ikechukwu, 2014), devido a capacidade desses
vegetais tolerarem os contaminantes (Inckot et al., 2011). Esta estratégia, utilizada na
fitorremediacdo, é chamada de rizodegradacdo e apresenta-se como uma técnica promissora
para o tratamento e recuperacdo de solos contaminados com petréleo, constituindo o processo
de biorremediacdo (Cunningham et al., 1996; Farias et al., 2009; Gerhardt et al., 2009;
Thapa et al., 2012).

A biorremediagdo caracteriza-se pelo uso de micro-organismos, fungos, bactérias e
leveduras, com o objetivo de degradar, eliminar ou transformar contaminantes, presentes no
solo, em compostos menos prejudiciais ao ecossistema (McGuinness & Dowling, 2009;
Luquefio et al., 2011; Pereira et al., 2012; Weber & Santos, 2013; Singh et al., 2014;
Adams et al., 2015). Esses micro-organismos possuem a capacidade metabdlica de degradar os

hidrocarbonetos e utiliza-los como fonte de carbono e energia, sendo capazes de reverter 0s
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danos causados pelo petroleo e/ou por seus derivados no ambiente (Magot et al., 2000;
Da Cruz et al., 2011; Weber & Santos, 2013).

Embora varios contaminantes possam ser metabolizados pelos micro-organimos
presentes na rizosfera, alguns sdao mais facilmente biodegradados do que outros, devido a sua
estrutura quimica (Mariano et al., 2007; Andrade et al., 2010). Desta forma, para a degradagao
de hidrocarbonetos mais complexos, é necessaria a cooperacdo sinérgica entre 0s micro-
organismos (Ururary et al., 1998; Mariano et al., 2007), que pode ser realizada através do
estabelecimento de consorcios, que contenham micro-organismos que se complementem
metabolicamente (Tiburtius et al., 2004; Medina-Moreno et al., 2005; Herrero & Stuckey,
2015).

Para aumentar a eficiéncia do processo, podem ser desenvolvidas técnicas de
imobilizacdo para os consorcios, a fim de que seja preservada a atividade catalitica desejada
(Covizzi et al., 2007) e que os micro-organismos sejam protegidos da competi¢do natural com
a microbiota local (Wang et al., 2012) e da acédo tdxica dos contaminantes (Lin et al., 2014),
possibilitando maior eficiéncia na degradacéo de petroleo (Carvalho, 2006).

O objetivo da presente pesquisa foi desenvolver um produto a partir da imobilizacéo de
consorcios de bactérias extraidas da rizosfera de plantas fitoremediadoras (Echinochloa
polystachya (Kunth) Hitchc., Mimosa scabrella Bentham e Sesbania punicea (Cav.) Benth.)

para a degradacdo de petroleo, com fins de prospeccao e aplicacdo biotecnoldgica.

Material e métodos

Constituiram-se objeto de estudo da presente pesquisa sete bactérias, quatro isoladas da
rizosfera de E. polystachya, duas da rizosfera de M. scabrella e uma de S. punicea. Estas
bactérias foram identificadas molecularmente, sendo cinco delas pertencentes ao género

Bacillus, uma pertencente ao género Stenotrophomonas e uma ao género Microbacterium.

Estabelecimento dos consdrcios bacterianos
Para a definicdo dos consoércios bacterianos considerou-se as principais caracteristicas
das bactérias, como tamanho, morfologia, tempo de crescimento, potencial de degradacdo de

petroleo, capacidade de producdo de biossurfactante.
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Fermentacdo dos consdrcios bacterianos em biorreator
Com a finalidade de obter um produto a partir da imobilizacdo dos consorcios
bacterianos, inicialmente, com o auxilio de um biorreator de bancada Tec Bio (7,5 L), foi

produzida biomassa bacteriana. Os procedimentos utilizados estdo descritos na Fig. 1.

. 3 - 50 mL de Meio Mineral
—\ - 0.4% de extrato de levedura —> e
( P - 2% de glicerol . '
| 5L LS o el e
s g — 500 mL —
el 160 rpm a 36 °C Inéculo 160 rpm a 36 °C
24 horas 24 horas
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. — Oxigénio: 20% —* —| Biomassa | f ]
Periodo: cerca de 2 dias (Eae : |
/ Diluigoes seriadas —> ‘ ‘
Alimentagdo 30mL ’ ¥ l U ‘ UFC
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- 4450 mL Meio Mineral & l N t
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- 200 mL glicerol (2%)
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Fig. 1. Esquema representativo dos procedimentos realizados para a fermentagéo dos cinco

consorcios bacterianos em biorreator.

Para cada bactéria, duas colénias foram transferidas para um frasco de Erlenmeyer de
125 mL, contendo 50 mL de meio mineral (K;HPO4 - 0,5 g.L!; (NH4).2SOs - 0,5 g.L Y,
MgS04.7H20 - 0,5 g.LY; FeCl2.1H20 - 10 mg.L; MnCl; - 0,1 mg.L; ZnSO4 - 0,01 mg.L?;
CaCl, -10 mg.L; 1000 mL de agua destilada) (Déziel et al., 1996), enriquecido com 0,4% de
extrato de levedura e 2% de glicerol, que foi mantido sob agitacdo em “shaker” TE-420 a
36 °C e 160 rpm por 24 horas. Apds, esse volume foi transferido para um frasco de Erlenmeyer
de 500 mL, contendo 250 mL de meio mineral, também enriquecido com extrato de levedura e
glicerol, nas mesmas proporcoes, que foi incubado sob as mesmas condicGes.

Posteriormente, foram adicionados, no biorreator esterilizado, 4450 mL de meio
mineral, enriquecido com 200 mL de extrato de levedura a 0,4% e 200 mL de glicerol a 2%, e
1% do indculo das bactérias correspondentes ao consoércio analisado (50 mL), com o intuito de
realizar o acompanhamento do crescimento bacteriano. A temperatura do biorreator foi ajustada

para 36 °C e a quantidade de oxigénio dissolvido para 20%. Preparou-se ainda, para o controle
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do pH em aproximadamente 6,5, uma solugdo de 200 mL de &cido fosférico 10% (H3PO4) e
uma solucéo de 200 mL de Hidréxido de Sédio 3M (NaOH).

Cada consércio bacteriano permaneceu cerca de dois dias no biorreator. O biorreator foi
alimentado com 400 mL de substrato (extrato de levedura e glicerol), conforme descrito acima,
quando atingiu-se a fase estacionaria, monitorada pela quantidade de oxigénio dissolvido.
A cada duas horas foram retiradas amostras de 30 mL. Destas amostras, com a finalidade de
avaliar o crescimento e aumento de biomassa, realizou-se a analise de densidade optica em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 610 nm (DOe10). E para verificar a competicdo
entre as bactérias, para cada amostra, realizou-se dilui¢c@es seriadas em tubos contendo salina
0,9%, e 100 L de cada uma das Gltimas dilui¢es (10, 10 e 10°®) foram inoculadas, por meio
do método espalhamento em superficie, em placas de Petri, contendo &gar nutriente (AN). Estas
placas permaneceram em estufa a 36 °C por 24 horas. Apos, realizou-se a contagem de
UFC (Unidades Formadoras de Colénias). Além disso, para cada amostra retirada do biorreator,
fez-se a analise gravimétrica para a quantificacdo da biomassa bacteriana de cada consorcio.
Para isso, foram adicionados 5 mL de amostra em tubos conicos, que foram centrifugados a
9000 rpm por 20 minutos e apds foram transferidos para estufa a 105 °C, até atingirem peso
constante (adaptado de Makkar & Cameotra, 1998). Em seguida, calculou-se a concentracéo de
biomassa para cada amostra em g.L ™.

Imobilizacdo dos consdrcios bacterianos

Apos a fermentagdo dos consorcios em biorreator e a obtengdo de biomassa bacteriana,
estes foram submetidos a procedimentos para sua imobiliza¢do, por meio de liofilizacdo da
biomassa e preparo de microesferas de alginato e quitosana. Estes procedimentos podem ser

observados na Fig. 2.
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Fig. 2. Esquema representativo dos procedimentos utilizados para a imobilizacdo dos
consorcios bacterianos, por meio de liofilizacdo da biomassa e preparo de microesferas de

alginato e quitosana.

O caldo fermentado foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 9000 rpm por 20 min
a 25 °C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa obtida armazenada em tubos conicos.
Posteriormente, calculou-se a biomassa Umida e a concentracdo final em base Umida e seca.
A quantidade total de biomassa Umida obtida foi pesada e dividida em dois frascos. A biomassa
de um dos frascos, juntamente com 5 mL de glicerol, utilizado como crioprotetor, foi congelada
em freezer por 24 horas e posteriormente, foi liofilizada. Para isto, as células foram congeladas
a -40 °C e liofilizadas (ILSHIN - 20 L) sob vacuo a 140 L.min por cerca de 48 horas
(Santo et al., 2013). Ap0s, pesou-se e calculou-se a biomassa seca liofilizada. Para cada
consorcio, 0,01 g de biomassa seca foi ressuspendida em 10 mL de solucdo salina 9% e realizou-
se contagem em camara de Neubauer para calculo da viabilidade celular, utilizando o corante
azul de metileno.

Com a biomassa Umida armazenada no segundo frasco foram preparadas as
microesferas de alginato e quitosana, para a imobilizacdo dos consorcios bacterianos.
Inicialmente, 0,1 g de biomassa bacteriana foi diluida em uma solucéo de 100 mL de alginato
de sodio em p6 1%, com o auxilio de um agitador magnético. Apds, foi gotejada, com uma
seringa de 3 mL, sobre uma solucdo de cloreto de célcio 0,5% (CaCl,), com o auxilio de uma

bomba de seringa programavel Syringepump, calibrada para liberar gotas padronizadas
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a 0,5 mL.min (Burgain et al., 2011). Apds a imobilizagdo dos consorcios utilizando alginato,
estes permaneceram em uma solugdo contendo 100 mL de &cido acético 1% e 0,4% de quitosana
em po, por 40 minutos, sendo agitados a cada cinco minutos. Por fim, as microesferas foram
retiradas com o auxilio de peneiras de aco inoxidavel Mesh 35 (abertura de 0,5 mm) e lavadas
com &gua destilada (Kamalian et al., 2014).

Posteriormente, as microesferas foram divididas e armazenadas em placas que Petri, em
duplicata, para cada consércio, e foram submetidas a procedimentos, conforme esquematizado

na Fig. 3.

) | RESSUSPENSAO
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CELULAR - e DY
NEUBAUER

72 horas

Fig. 3. Esquema simplificado do processo de secagem das microesferas por meio de diferentes

procedimentos para a sele¢cdo do método mais eficiente de desidratagao.

Cada placa, contendo as microesferas, foi seca por meio de diferentes procedimentos,
com o intuito de selecionar o melhor método de desidratacdo. Foram testados: liofilizacdo das
microesferas, estufa de circulagcdo forcada a 50 °C, geladeira a 4 °C e estufa a 36 °C. As
microesferas permaneceram nestes locais até sua secagem completa e peso constante. Entdo,
foram ressuspendidas em 10 mL de solucdo salina 9% e, apo6s, realizou-se a contagem de células
viaveis em Camara de Neubauer para a verificacdo da viabilidade celular, utilizando o corante
azul de metileno.

Apos a selecdo do método de desidratacdo mais eficiente, para confirmacdo da
capacidade de liberacdo dos consorcios de micro-organismos imobilizados, foram preparados
reatores em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio mineral, enriquecido
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com 0,4% de extrato de levedura e 2% de glicerol. Em cada reator, preparado em triplicata para
cada intervalo de tempo (Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 48h e 72h), 25 microesferas
desidratadas foram ressuspendidas. Todos esses frascos foram mantidos sob agitacdo em
incubadora refrigerada “shaker” TE-420 a 36 °C e 160 rpm. Para cada tempo, foram retiradas
aliquotas de 5 mL das suspensdes, as quais foram utilizadas para a contagem de células em
Cémara de Neubauer, a fim de realizar-se 0 acompanhamento da libera¢do dos consorcios de
micro-organismos. Além disso, em cada intervalo de tempo, as microesferas foram coletadas,

armazenadas em placas de Petri e secas em estufa a 36 °C.

Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel e a analise
estatistica foi conduzida com o auxilio do software Past, versdo 3.10. Aplicou-se o teste de
correlagdo de postos de Spearman (r), com o intuito de verificar as correlagdes entre os
parametros densidade dptica e biomassa, sendo considerados os valores de referéncia conforme
Callegari-Jacques (2003), em que em que: 0 <r> 0,30 (positiva fraca), 0,30 <r < 0,60 (positiva
regular), 0,60< r <0,90 (positiva forte), r = 0,90< r <0,99 (positiva muito forte) e
r = 1,00 (positiva perfeita).

Resultados e discussao
Estabelecimento dos consorcios bacterianos

A partir da combinacdo das sete bactérias isoladas da rizosfera de plantas
fitorremediadoras de solos contaminados com petroleo, foram definidos cinco consércios

bacterianos (C1, C2, C3, C4, C5), conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Consércios bacterianos com capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos de

petrdleo.
Consorcio Bactérias
c1 Bacillus sp.}, Bacillus sp.?, Bacillus sp., Bacillus sp.*, Bacillus sp.’
c2 Bacillus sp.?, Stenotrophomonas sp., Bacillus sp., Bacillus sp.®
c3 Bacillus sp.t, Microbacterium sp., Bacillus sp.*, Bacillus sp.°
C4 Stenotrophomonas sp., Microbacterium sp., Bacillus sp.?, Bacillus sp.®

C5 Stenotrophomonas sp., Microbacterium sp., Bacillus sp.#, Bacillus sp.
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Os micro-organismos, individualmente, podem degradar varios contaminantes
organicos e se adaptar a diferentes ambientes, 0 que pode contribuir para a eficiéncia da
biorremediacdo (Mao et al., 2012; Kumar et al., 2014; Singh et al., 2014). Porém, a utilizacao
de consoércios de micro-organismos no tratamento de ambientes contaminados com petréleo,
permite a otimizacdo deste processo. Esta maior eficiéncia ocorre devido a cooperagao sinérgica
entre 0s micro-organismos, em que cada espécie desempenha uma funcdo especifica no
ambiente, aumentando a possibilidade de degradacdo de diferentes compostos (Faulwetter et
al., 2009; Zhong et al., 2011; Mao et al., 2012; Kumar et al., 2014; Singh et al., 2014; Herrero
& Stuckey, 2015).

Esta otimizag&o do processo de biorremediacéo pelos consércios microbianos frente aos
micro-organismos individuais é exemplificada por Gallego et al. (2007). Em seu estudo, com
quatro micro-organismos (Nocardiodes simplex, Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas
alcaligenes e Rhodotorula graminis), confirmaram experimentalmente que a biodegradacéo de
diferentes compostos de petrdleo pelo consércio microbiano foi mais eficiente quando
comparado a utilizacgdo dos micro-organismos isolados. Da mesma forma,
Al-Wasify & Hamed (2014), analisando Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e
Acinetobacter Iwoffii, verificaram que o consorcio bacteriano foi capaz de degradar 88,5% do
petroleo apds 28 dias de incubacdo. Ja estas mesmas bactérias individualmente degradaram,
respectivamente, 77,8%, 76,7% e 74,3%. Chen et al. (2014), avaliando bactérias isoladas e
consorcios para degradacdo de petréleo, verificaram que o consorcio foi capaz de degradar
12,83% mais do que a cultura pura, o que corrobora com a hipdtese de que 0s consércios sdo
mais eficazes e otimizam o processo de biorremediacdo de hidrocarbonetos de petréleo.

Obtencédo de biomassa dos consdrcios bacterianos

Com relacdo ao monitoramento do processo de fermentacéo, foi constatado, para cada
consarcio, um periodo de tempo distinto para atingir a fase estacionaria de crescimento celular,
variando, de modo geral, entre 9 horas e 30 minutos e 12 horas e 30 minutos (Fig. 4). De modo
similar, Liu et al. (2016), avaliando o desempenho de Acinetobacter sp. durante seu processo
fermentativo, verificaram que este micro-organismo entrou numa fase estacionaria apos,
aproximadamente, 12 horas de fermentagao.

Além disso, os consorcios apresentaram tempos distintos de fermentacdo, sendo
28 horas de fermentacdo para o consorcio C1, 27 horas e 30 minutos para C2, sendo este o
menor tempo relatado, 30 horas e 50 minutos para C3, 31 horas para C4, sendo este 0 maior
tempo verificado e 28 horas e 30 minutos para o consorcio C5.
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Em relacdo a densidade dptica, para os cinco consorcios, observaram-se variacoes, de
modo geral, entre 0,01 a 20,50. Com base na densidade Optica e tempo de crescimento de cada

consorcio microbiano, foram elaborados graficos, conforme pode ser observado na Fig. 4.
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Fig. 4. Curvas de crescimento dos consércios bacterianos, em que densidade Optica esta em
funcdo do tempo (horas). A - C1 (Bacillus sp.t, Bacillus sp.2, Bacillus sp.?, Bacillus sp.?,
Bacillus sp.®); B - C2 (Bacillus sp.?, Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.®, Bacillus sp.); C -
C3 (Bacillus sp.t, Microbacterium sp., Bacillus sp.4, Bacillus sp.%); D - C4 (Stenotrophomonas
sp., Microbacterium sp., Bacillus sp.?, Bacillus sp.%); E - C5 (Stenotrophomonas sp.,
Microbacterium sp., Bacillus sp.%, Bacillus sp.°). Seta - Alimentacdo do biorreator com

substrato.

Por meio das contagens de Unidades Formadoras de Colénias (UFC), verificou-se que,
para todos 0s consorcios microbianos, o crescimento de um micro-organismo ndo influenciou
no desenvolvimento dos demais, visto que todas as bactérias foram relatadas em praticamente

todas as amostras analisadas, como pode ser observado nas Tabelas 2, 3,4, 5 e 6.
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Tabela 2. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™) nos diferentes intervalos de tempo para a fermentagdo do consorcio C1.

C1 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicio 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
B.sp.! B.sp.? B.sp.® B.sp.* B.sp.® B.sp.! B.sp.? B.sp.® B.sp* B.sp.® B.sp! B.sp? B.sp.® B.sp* B.sp.’
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
oh 100 0 0 100 0 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0
on 0 0 100 100 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 1700 800 200 0 500 800 0 0 0 100 1400 0
4 200 0 0 1800 500 0 0 200 300 0 0 200 200 100 0
oh 0 0 0 0 0 200 0 0 800 600 0 0 0 600 0
0 0 0 0 0 0 0 0 700 300 0 0 0 600 0
600 400 0 1500 1200 0 0 200 300 0 100 200 0 1700 0
8h 200 200 0 1700 1500 0 0 0 400 100 0 100 0 1300 0
Loh 200 0 0 4100 1400 100 0 900 3100 300 0 0 0 2300 700
200 0 0 4500 600 0 400 100 2900 200 0 0 300 1700 0
300 0 0 4500 1100 200 0 0 2000 0 400 0 0 0 0
12n 400 0 0 4800 1000 0 0 0 2200 0 100 0 0 0 0
400 300 0 6100 1000 0 2100 0 4500 200 100 500 0 1200 0
23n 600 200 0 5800 1200 300 2000 0 5100 500 200 500 0 1500 0




Tabela 2. Continuagéo.
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C1 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicio 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
B.sp.! B.sp.? B.sp.® B.sp.* B.sp.® B.sp.! B.sp.? B.sp.® B.sp* B.sp.® B.sp! B.sp? B.sp.® B.sp* B.sp.’
o5h 200 4100 0 5800 500 500 2800 0 4200 500 300 1800 0 2200 100
100 4000 0 6100 800 400 3100 0 3800 800 200 1600 0 3100 200
7h 700 3200 600 6200 100 200 200 400 3800 1000 200 0 0 3300 1000
500 3800 600 5900 0 600 300 0 4100 1200 300 0 100 3200 9000

Tabela 3. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™) nos diferentes intervalos de tempo para a fermentacéo do consorcio C2.

C2 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
B.sp.? S.sp. B.sp.® B.sp® B.sp? S.sp. B.sp® B.sp® B.sp? S.sp. B.sp.® B.sp?®
on 0 100 0 0 100 0 200 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 100 200 0 0 0 0 0 0 0 0
ah 100 0 500 1200 0 0 0 300 0 0 100 100
200 0 1100 1600 0 0 0 400 0 0 200 0




Tabela 3. Continuagéo.

C2 Unidades Formadoras de Colonias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
B.sp.2 S.sp. B.sp® B.sp.® B.sp2 S.sp. B.sp® B.sp.® B.sp.2 S.sp. B.sp® B.sp.?
6h 800 200 1200 2100 100 0 200 100 0 0 100 800
900 300 500 2100 100 0 100 200 0 0 200 0
8h 0 600 0 3100 0 0 0 300 0 100 0 0
100 500 0 6900 0 0 0 300 0 0 0 0
10h 300 0 0 6100 100 0 0 2500 0 0 0 0
200 100 0 6400 0 200 0 2700 0 0 100 100
12h 100 700 200 7200 200 0 200 5500 0 0 200 3000
200 200 0 8100 300 300 0 5100 0 0 500 3400
22h 1200 1000 500 3200 700 100 1100 1000 300 0 100 800
800 1000 1200 3400 1000 200 1000 2600 200 0 100 200
24h 800 300 1200 4100 500 0 2000 1800 300 0 400 600
1100 200 800 3200 600 0 300 3000 400 200 200 900
26h 2000 500 10 2900 1500 0 800 1000 100 0 100 300
1800 400 800 3500 800 0 500 1000 200 100 0 500
28h 1500 300 700 3000 600 0 200 1200 100 0 0 200
1300 400 1000 2800 800 0 400 1100 100 100 100 200
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Tabela 4. Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC.mL™) nos diferentes intervalos de tempo para a fermentacéo do consércio C3.

C3 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
B.sp.! M.sp. B.sp* B.sp.® B.sp! M.sp. B.sp* B.sp.® B.sp.! M.sp. B.sp.* B.sp.
300 0 5300 200 0 0 1300 0 0 0 0 0
on 0 500 5900 100 100 0 1400 0 0 0 200 0
0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3900 600 0 500 100 0 0 0 0 0 0 0
an 2500 100 0 200 0 0 0 100 0 0 0 100
6h 2500 300 1000 200 1000 200 0 0 0 0 0 0
2900 200 1500 0 1200 200 0 0 400 0 0 100
3200 200 300 0 1500 400 100 0 400 300 200 100
8 3600 300 500 100 1100 600 0 0 800 700 500 200
300 600 200 100 200 2000 0 100 100 100 0 0
1on 1500 200 0 200 0 0 0 0 0 0 0 0
4200 700 500 100 1200 500 200 0 200 100 0 0
12h 5100 200 0 1200 1000 700 100 0 1000 0 0 0
0 1400 10800 0 1200 2300 1000 0 300 4400 0 0
Lah 1600 1500 10800 0 2500 1500 800 0 400 0 0 0




Tabela 4. Continuagéo.

C3 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108

B.sp.! M.sp. B.sp* B.sp.® B.sp! M.sp. B.sp* B.sp.® B.sp.! M.sp. B.sp.* B.sp.
2000 300 1400 1200 1100 400 300 500 0 0 0 100

23h 2100 1000 1200 600 1600 0 0 200 100 0 0 100

2 3500 1800 600 500 1400 200 200 100 0 0 100 300
4100 1000 500 1200 1700 400 200 0 0 100 0 0
4600 800 500 700 1000 400 200 0 400 100 0 0

27h 3800 700 300 900 3000 0 100 300 200 100 0 0

2o 4100 800 800 2200 1900 0 0 200 100 0 0 100
3600 400 700 4100 1000 0 0 100 100 0 0 0
4400 800 2000 1300 700 100 200 200 400 100 0 100

3th 3800 600 1000 1600 600 200 200 1300 2100 1300 400 200
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Tabela 5. Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC.mL™) nos diferentes intervalos de tempo para a fermentacéo do consorcio C4.

C4 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108

S.sp. M.sp. B.sp? B.sp.® S.sp. M.sp. B.sp.? B.sp® S.sp. M.sp. B.sp.?2 B.sp.®

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

on 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 200 0 0 0 0 0

an 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6h 400 0 500 0 0 0 0 0 0 0 13800 0

800 300 1900 600 0 100 800 0 0 100 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

400 300 0 0 800 600 200 0 0 0 0 0

1on 600 400 0 1000 1200 600 0 0 0 100 0 0

2700 5400 6000 1100 400 1000 100 0 0 700 0 0

12h 4200 7700 1500 700 400 1300 0 0 200 300 0 0

10100 15200 6400 2800 2900 6800 800 0 200 700 0 0

Lah 9600 21600 7200 3600 1700 3600 400 0 100 400 0 0




Tabela 5. Continuagéo.

C4 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108

S.sp. M.sp. B.sp.? B.sp.® S.sp. M.sp. B.sp.? B.sp® S.sp. M.sp. B.sp.?2 B.sp.®
2000 6500 12300 2400 0 1200 2400 600 0 100 500 0

23h 2200 6800 10600 3900 200 800 1700 500 0 100 500 0

2 1800 2500 14900 3000 400 500 3000 0 100 0 500 0
1500 2400 14600 2500 900 600 3200 0 0 0 1100 0
600 1600 11800 1700 800 000 1300 0 0 0 200 0

27h 1200 2000 12100 1500 200 1000 1300 0 0 100 1000 0

2o 2700 1100 9200 1200 400 800 2000 0 0 0 1000 0
1900 1500 8100 600 200 200 1800 300 0 0 300 0
3000 2500 12800 2300 500 0 3600 400 0 0 100 100

3th 1800 4000 14800 1900 600 400 3000 300 0 0 500 0
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Tabela 6. Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC.mL™) nos diferentes intervalos de tempo para a fermentacéo do consércio C5.

C5 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108
S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp.®° S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp® S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp.®
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
on 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 100 100 0 0 0 0 0
2 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6000 400 200 900 5600 1500 3600 3500 0 0 0 0
an 1200 300 300 1000 300 0 0 900 0 0 0 0
6h 2100 900 1300 1400 2600 0 800 1300 0 0 100 100
800 300 500 1800 500 0 100 200 0 0 0 0
11200 1200 600 0 3100 1600 100 1000 100 0 500 0
8 7300 1700 600 400 100 200 400 1200 0 0 800 0
4800 800 200 1600 2800 1600 100 1200 1800 300 1600 0
1on 5500 700 100 1500 0 1100 300 400 1000 200 0 1500
5400 7000 1600 5700 0 500 100 2200 0 0 200 0
12h 8300 8100 1600 1000 6200 2500 100 400 700 0 400 900
2900 1400 2000 800 500 500 300 200 0 100 300 400
22h 3600 1000 1400 2400 200 600 100 100 0 100 1200 600




Tabela 5. Continuagéo.

C5 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC.mL™)
Tempo Diluicdo 10° Diluicdo 10’ Diluicio 108

S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp.®° S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp® S.sp. M.sp. B.sp.* B.sp.®

0 200 700 0 0 200 500 0 0 0 0 0

24h 0 200 1000 100 0 0 2100 0 200 100 100 0

26h 200 0 1700 100 0 100 300 0 0 100 100 0

300 700 400 100 0 100 100 0 0 100 100 0

100 200 1000 200 0 0 200 0 0 100 100 0

28h 200 400 500 0 0 100 100 0 0 200 0 0
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Conforme a analise gravimétrica para a quantificacdo da biomassa bacteriana de cada

consorcio, verificou-se, de modo geral, concentracbes de biomassa variando de 2,20 a

9,60 g.L%, sendo a maior variagio observada para o consorcio C3. Com base nestes dados de

biomassa e tempo, foram elaborados graficos que podem ser observados na Fig. 5.
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Fig. 5. Curvas de crescimento dos consércios bacterianos, em que a biomassa microbiana esta

em funcdo do tempo (horas). A - C1 (Bacillus sp., Bacillus sp.?, Bacillus sp.?, Bacillus sp.?,

Bacillus sp.°); B - C2 (Bacillus sp.2, Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.3, Bacillus sp.%); C - C3

(Bacillus sp.t, Microbacterium sp., Bacillus sp.#, Bacillus sp.°); D - C4 (Stenotrophomonas sp.,

Microbacterium sp., Bacillus sp.?, Bacillus sp.%); E - C5 (Stenotrophomonas sp.,

Microbacterium sp., Bacillus sp.?, Bacillus sp.?).
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Por meio da Correlagdo de Spearman foi possivel verificar a correlagdo entre as
varidveis biomassa e densidade Optica, durante o processo de fermentacdo dos consércios
bacterianos em biorreator. Para todos os consércios foram observadas correlagdes positivas
entre estes parametros. Para o consorcio C1, houve correlacao positiva perfeita (r= 1,00); para
C3 observou-se correlagdo positiva muito forte (r =0,94) e para os consorcios C2, C4 e C5
houve também correlacdo positiva muito forte (r= 0,99). Estes dados comprovam que tais
parametros, ao se relacionarem, demonstram a utilizacdo do substrato pelas bactérias e o

consequente crescimento das mesmas no meio.

Imobilizac¢do dos consorcios bacterianos

Em relacdo a biomassa dos consorcios de micro-organismos apos a fermentacao,
observou-se que os menores valores de biomassa Umida e seca foram verificados para o
consércio C5, sendo 50,35 g e 15,12 g, respectivamente. J& os maiores valores de biomassa
foram observados para o consorcio C3, sendo, respectivamente, 451,88 g e 30,66 g, conforme
apresentado na Tabela 7.

Ja para a concentracdo final em bases Umida e seca, verificou-se que para a primeira
houve variagdo de 12,59 a 129,11 g.L%, verificadas para os consércios C5 e C3,
respectivamente. Em relagdo a segunda, observou-se uma variagio de 3,78 g.L, para o

consorcio C5, a 10,24 g.L %, relatado para o consorcio C2 (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de biomassa, Umida e seca, concentracdo final em bases Umida e seca e
viabilidade celular da biomassa seca liofilizada do processo de fermentacdo dos consércios

bacterianos para a degradacéo de petrdleo.

. . Concentracdo Concentragdo Viabilidade
Biomassa Biomassa

Consorcio amida (g)  seca (g) fina_ll em ba_sle final em bjalse biomassa
Umida (g.L")  seca(g.L™) seca (%)
C1 207,53 22,92 51,88 5,73 92,95
C2 154,76 25,60 61,90 10,24 91,00
C3 451,88 30,66 129,11 8,76 82,32
C4 217,08 20,30 54,27 5,08 88,36

C5 50,35 15,12 12,59 3,78 86,74
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Além disso, por meio de contagem em Céamara de Neubauer, verificou-se que a
biomassa, apds ser liofilizada (Fig. 6), ainda apresenta alto percentual de viabilidade celular,

variando, de modo geral, de cerca de 82 a 93%, como pode ser observado na Tabela 7.

Fig. 6. Biomassa do consorcio bacteriano C4 liofilizada. A- Aspecto geral. B - Detalhes do

produto obtido em microscdpio estereocopio.

Miyamoto-Shinohara et al. (2000), avaliando as taxas de sobrevivéncia de 10 espécies
de micro-organismos (Saccharomyces cerevisiae, Brevibacterium flavum, B. lactofermentum,
Corynebacterium acetoacidophilum, C. gultamicum, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Serratia marcescens, Pseudomonas putida e Alcaligenes faecalis) apds o processo de
liofilizacdo, obtiveram taxas viabilidade microbiana entre 50 e 80%, valores inferiores aos
constatados no presente estudo.

A liofilizagdo é um processo que foi utilizado no presente estudo para o congelamento
e desidratacdo dos consoércios de micro-organismos, juntamente com a utilizacdo do glicerol,
substancia crioprotetora, adicionada a suspensdo de células, com o intuito manter as altas taxas
de viabilidade microbiana, garantindo a efetividade deste processo.

Em relacéo as microesferas, contendo consorcios de micro-organismos imobilizados em
alginato e quitosana, observou-se que estas apresentaram tamanhos uniformes e resisténcia
quanto a manutencdo da forma esférica, como pode ser observado na Fig. 7. Esta resisténcia
das microesferas esta diretamente ligada a utilizacdo destes dois polissacarideos em conjunto,
visto que o alginato é a matriz responsavel pela homogeneizacdo dos micro-organismos e
estabelecimento do tamanho das microesferas, assim como de sua forma esférica e a quitosana

faz o revestimento deste produto.



114

Fig. 7. Aspecto das microesferas de alginato e quitosana contendo o consércio bacteriano.

O alginato e a quitosana sdo polissacarideos de ocorréncia natural, ndo toxicos,
biocompativeis e biodegradaveis (Gentili et al., 2006; Pillai et al., 2009; Lee & Mooney, 2012;
Angelim et al., 2013), sendo amplamente utilizados como matrizes para o preparo de
microesferas (Tran et al., 2011). Estevinho et al. (2014) e Xiao et al. (2013) relatam que, por
meio da utilizacdo destes polissacarideos como matrizes, ha a possibilidade de liberacdo
controlada dos micro-organismos no ambiente. Sao importantes também na protecdo dos micro-
organismos contra a acdo tdxica do contaminante (Wang et al., 2012), além de protegé-los da
competicdo com a microbiota local (Chen et al., 2007; Wang et al., 2012).

Em relacdo aos quatro procedimentos adotados para a desidratacdo das microesferas,
observaram-se maiores taxas de viabilidade celular para as microesferas liofilizadas (73,47%),
seguidas pelas secas em geladeira a 4 °C (72,42%), secas em estufa a 36 °C (62,18%) e, por
altimo, secas em estufa de circulacdo forcada a 50 °C (48,67%).

Ao considerar aspectos econémicos, tamanho e forma das microesferas apos
desidratacdo, comercializacdo e utilizacdo do produto em meio contaminado com
hidrocarbonetos de petréleo, a desidratacdo das microesferas por meio da liofilizacéo
(Fig. 8) constitui-se como um método que garante maior viabilidade quando comparado aos
outros métodos testados. Desta forma, este método foi selecionado e empregado para a

imobilizacdo da biomassa dos consoércios bacterianos obtida por fermentacdo em biorreator.
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Fig. 8. Microesferas liofilizadas, contendo consorcio de micro-organismos degradadores de

petréleo (produto pronto para aplicagdo em ambientes contaminados).

Ap6s o processo de liofilizacdo, constatou-se resultado similar em relagdo ao peso
umido/peso seco das microesferas quando comparados, entre si, 0S cinco consorcios

microbianos, como pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8. Médiastdesvios-padrdo do peso das microesferas antes (peso Umido) e apos o

processo de liofilizacdo (peso seco) dos consorcios bacterianos (n=2).

C1 C2 C3 C4 C5

Peso umido (g) 18,57+0,07  18,29+0,02  18,63+0,07  18,8310,11 18,40+0,11
Pesoseco (g)  4,43%0,18 4,30+0,11 4,43+0,06 4,52+0,11 4,37+0,03

A liofilizacdo demonstrou uma homogeneidade nas microesferas dos consorcios de
micro-organismos em alginato e quitosana, além de ser considerada uma das técnicas mais
aplicaveis e eficientes para a conservacdo de micro-organismos, devido a garantia de alta
viabilidade microbiana (cerca de 74%). Costa et al. (2000); Miyamoto-Shinohara et al. (2000)
e Costa et al. (2009) também destacam que a liofilizacdo € um método que garante alta
viabilidade microbiana.

ApOs este processo de desidratacdo por meio da liofilizacdo, as microesferas foram
ressuspensas, sendo realizada a contagem de células nos tempos de: 0-12 horas (em intervalos
de 2 horas), 24, 48 e 72 horas. Os dados obtidos foram apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Contagem de células (céls.mL™?) apds inoculagio das microesferas do consorcio de
micro-organismos em meio mineral enriquecido em diferentes intervalos de tempo. R1 -
Repeticdo um; R2 - Repeticao dois; R3 - Repeticao trés.

Tempo R1(céls.mL?) R2(céls.mL?) R3(céls.mL?) Médiacéls.mL?

Oh 1,10 x 10° 8,10 x 10° 9,40 x 10° 9,50 x 10°
2h 1,23 x 108 1,66 x 10° 1,60 x 108 1,50 x 108
4h 3,17 x 10° 3,03 x 10° 3,31 x 10° 3,17 x 106
6h 7,35 x 106 6,79 x 10° 6,64 x 10° 6,93 x 10°
8h 9,65 x 10° 1,05 x 10’ 1,23 x 107 1,08 x 107
10h 1,40 x 107 1,78 x 10’ 2,14 x 107 1,77 x 107
12h 3,28 x 107 3,19 x 107 3,44 x 107 3,30 x 107
24h 3,51 x 108 3,34 x 108 3,40 x 108 3,42 x 108
48h 1,10 x 10° 1,09 x 10° 1,09 x 10° 1,09 x 10°
72h 2,80 x 10° 2,89 x 10° 2,95 x 10° 2,88 x 10°

De modo geral, observou-se um aumento gradativo da quantidade de células por mL ao
longo dos intervalos de tempo analisados, variando entre 8,10 x 10° céls.mL™ no tempo zero
(repeticéo 2) a 2,95 x 10° céls.mL™* no tempo 72 horas (repeticio 3).

Em relacdo a ressuspensdo das microesferas, verificou-se que estas iniciaram a liberacéo
dos consércios de micro-organismos no meio imediatamente apds a sua rehidratacdo
(tempo zero). Além disso, observou-se que apés 72 horas de incubacdo, as microesferas
mantiveram seus aspectos iniciais como, forma e tamanho.

Os resultados obtidos demonstram que a imobilizacdo dos consorcios de micro-
organismos em alginato com posterior revestimento de quitosana possibilita a liberacdo de
micro-organismos no meio. Este é um aspecto fundamental em processos de biorremediacdo
gue envolvem a estratégia de bioaumentacdo. Além disso, 0 uso de consorcios microbianos,
permite uma otimizacao do processo, visto que, cada micro-organismo desempenha uma funcao

durante a degradacéo dos hidrocarbonetos de petroleo.

Conclusoes

Os micro-organismos, constituintes dos cinco consoércios, se desenvolveram utilizando
0 substrato (meio mineral enriquecido com extrato de levedura e glicerol), sem inibir

completamente o crescimento dos demais, 0 que indica que estas bactérias podem atuar em
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conjunto para a degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo, por meio da complementariedade
metabolica.

A utilizacdo da biomassa dos consdrcios bacterianos para a formacéo de microesferas é
viavel para a preservacao, protecdo e armazenamento de micro-organismos biodegradadores.
Esta imobilizagdo em microesferas de alginato e quitosana, raramente citada em outros
trabalhos, apresentou-se como um método eficaz para a manutencéo da viabilidade celular,
permitindo a liberacdo dos micro-organismos no meio. Deste modo, a imobilizacdo dos
consorcios de micro-organismos em microesferas apresenta-se como uma forma inovadora de
otimizagdo do processo de biorremediagdo/bioaumentacdo para o tratamento de ambientes

contaminados com petroleo.
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6 CONCLUSOES

A biorremediacéo, quando comparada a maioria dos métodos de tratamento quimicos e
fisicos, destaca-se como uma técnica eficiente, sustentavel e promissora, que congrega aspectos
econdmicos, ecoldgicos e sociais. Por meio da utilizacdo de micro-organismos, presentes na
rizosfera de plantas fitorremediadoras, ocorre a degradacdo dos contaminantes
(rizodegradacéo) e a consequente remediacdo de ambientes contaminados com petréleo. Neste
processo, a rizosfera possui um papel ecolégico muito importante, visto que propicia o
desenvolvimento destes micro-organismos por meio da liberacdo de oxigénio e exsudatos.
Deste modo, ressalta-se a importancia da bioprospec¢do de micro-organismos rizosféricos,
autoctones, ndo patogénicos e resistentes ao contaminante, com a finalidade de obter-se os
agentes degradadores do proprio local e/ou da rizosfera de plantas fitorremediadoras, que
podem ser utilizados em processos de biorremediacdo de locais contaminados com petréleo.

Estes micro-organismos rizosféricos, com capacidade de degradar hidrocarbonetos de
petréleo, podem ser combinados na forma de consarcios, a fim de que, por meio da cooperacao
sinérgica e complementariedade metabdlica entre espécies de micro-organismos, os diversos
componentes do petroleo possam ser mineralizados. Além disso, esses consorcios microbianos
podem ser imobilizados em suportes baseados em polimeros naturais, como alginato e
quitosana. Esta imobilizacdo permite a preservacdo das caracteristicas morfofisioldgicas,
evitando a competicdo natural com os micro-organismos indigenas, protegendo-os contra a
toxicidade do contaminante e permitindo uma liberacdo continua dos micro-organismos no
meio. Ressalta-se, deste modo, a importancia de novas pesquisas para o estabelecimento e
imobilizacdo de consorcios de micro-organismos degradadores de petréleo, como forma de
otimizacdo da técnica de biorremediacao de locais contaminados.

Neste sentido, sete bactérias (Bacillus sp.!, Bacillus sp.2, Stenotrophomonas sp.,
Bacillus sp.3, Microbacterium sp., Bacillus sp.* e Bacillus sp.’) extraidas da rizosfera de plantas
fitorremediadoras foram constatadas, na presente pesquisa, como produtoras de biossurfactante
e demonstraram-se tolerantes e eficientes quanto a degradacdo de petrdleo, uma vez que se
desenvolveram em meio, em que o petréleo foi utilizado como Unica fonte de carbono,
analisado em relacdo a diferentes parametros. Microbacterium sp. e Stenotrophomonas sp.
apresentaram-se como as mais eficientes para a degradacdo dos compostos de petréleo em
24 e 48 horas, respectivamente. Observou-se também que os parametros condutividade elétrica,

oxigénio dissolvido, biomassa microbiana e densidade Optica, indicam a ocorréncia de
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biodegradacgdo, destacando a importancia da verificacdo de tais varidveis em processos de
biorremediagéo.

Estas sete bactérias, quando associadas em consdrcios, demonstraram-se eficientes para
degradacéo, visto que se desenvolveram utilizando o substrato (meio mineral enriquecido com
extrato de levedura e glicerol), sem interferir completamente no crescimento dos demais micro-
organismos constituintes. Verificou-se que as microesferas, obtidas a partir da imobilizagédo
desses consorcios em alginato e quitosana, apresentaram alta viabilidade celular, iniciando a
liberacdo dos micro-organismos, quando ressuspensas, no tempo zero. Os resultados obtidos
demonstram que a utilizacdo de biomassa dos consércios para a formagdo de microesferas é um
processo Vidvel para a preservacdo e 0 armazenamento microbiano e a utilizagao de alginato e
quitosana como matrizes, pouco citadas em outras pesquisas, € uma forma inovadora de
otimizar o processo de biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de

petroleo.

6.1 Sugestdes

A seqguir sdo apresentadas algumas sugestbes de trabalhos que poderdo ser realizados
para suprir algumas deficiéncias que foram constatadas durante o desenvolvimento do presente
estudo:

1) Teste de producdo de quitosanase pelas sete bactérias extraidas da rizosfera de plantas
fitorremediadoras, para verificacdo do potencial de quebra do polimero quitosana.

2) Microscopia eletronica das microesferas para estudo sobre o rompimento das matrizes
poliméricas e liberacdo dos consércios de micro-organismos.

3) Estudos aprofundados sobre o tempo de liberacdo dos consorcios de micro-organismos pelas
microesferas de alginato e quitosana.

4) Estudos de bioaumentacdo em solos contaminados com petréleo, para verificacdo da acédo
destas microesferas de consdércios bacterianos na degradacdo de contaminantes.

5) Estudos moleculares com as bactérias com a finalidade de descobrir gene ou genes

responsaveis pela degradagéo de hidrocarbonetos de petroleo.
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ANEXO |

INTERNATIONAL JOURNAL OF ENVIRONMENTAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY

AIMS AND SCOPE
International Journal of Environmental Science and Technology (IJEST) is an international
scholarly refereed research journal which aims to promote the theory and practice of
environmental science and technology, innovation, engineering and management. A broad
outline of the journal's scope includes; peer reviewed original research articles, case and
technical reports, reviews and analyses papers, short communications and notes to the editor,
in interdisciplinary information on the practice and status of research in environmental science
and technology, both natural and man made. The main aspects of research areas include, but
are not exclusive to; environmental chemistry and biology, environments pollution control and
abatement technology, transport and fate of pollutants in the environment, concentrations and
dispersion of wastes in air, water, and soil, point and non-point sources pollution, heavy metals
and organic compounds in the environment, atmospheric pollutants and trace gases, solid and
hazardous waste management; soil biodegradation and bioremediation of contaminated sites;
environmental impact assessment, industrial ecology, ecological and human risk assessment;
improved energy management and auditing efficiency and environmental standards and criteria.
The journal accepts the following types of contributions:

e Original Paper

e Short Communication

e Review
Manuscript Submission. Submission of a manuscript implies: that the work described has not
been published before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its
publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities
— tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher will
not be held legally responsible should there be any claims for compensation.
Permissions. Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the
print and online format and to include evidence that such permission has been granted when
submitting their papers. Any material received without such evidence will be assumed to
originate from the authors.
Online Submission. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of
your manuscript files following the instructions given on the screen.
Title Page. The title page should include:
-The name(s) of the author(s)
-A concise and informative title
-The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
-The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract. Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.
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Keywords. Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Important remark

-According to the journal policy, all first names should be abbreviated.

-All manuscripts shall have ONLY ONE corresponding author. Normally, the author who
submits the manuscript is defined as the corresponding author in the system and, thereby,
ONLY he/she shall be specified as the corresponding author in the title page.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Headings. Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations. Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
thereafter.

Footnotes. Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation
of a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They should
also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters. Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols. Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments. Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a
separate section on the title page. The names of funding organizations should be written in full.
The manuscript should be structured as follows:

Introduction

Materials and methods

Results and discussion

Conclusion

Acknowledgements (they are obligatory)

References

Citation. Cite references in the text by name and year in parentheses.

Reference list. The list of references should only include works that are cited in the text and
that have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a
substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.
Order multi-author publications of the same first author alphabetically with respect to second,
third, etc. author. Publications of exactly the same author(s) must be ordered chronologically.
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Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists
will also be accepted.

Tables. All tables are to be numbered using Arabic numerals. Tables should always be cited in
text in consecutive numerical order. For each table, please supply a table caption (title)
explaining the components of the table. Identify any previously published material by giving
the original source in the form of a reference at the end of the table caption. Footnotes to tables
should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data) and included beneath the table body.

Please note:

Graphs and Tables are limited to 10.

Electronic Figure Submission. Supply all figures electronically. Indicate what graphics
program was used to create the artwork. For vector graphics, the preferred format is EPS; for
halftones, please use TIFF format. MSOffice files are also acceptable. Vector graphics
containing fonts must have the fonts embedded in the files. Name your figure files with "Fig"
and the figure number, e.g., Figl.eps.

Color Art. Color art is free of charge for online publication. If black and white will be shown
in the print version, make sure that the main information will still be visible. Many colors are
not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check
this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different
colors are still apparent. If the figures will be printed in black and white, do not refer to color
in the captions. Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering. To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm
(8-12 pt).Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label. Avoid effects such as shading, outline letters,
etc. Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering. All figures are to be numbered using Arabic numerals. Figures should
always be cited in text in consecutive numerical order. Figure parts should be denoted by
lowercase letters (a, b, ¢, etc.). If an appendix appears in your article and it contains one or more
figures, continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix
figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices should, however, be numbered
separately.

Figure Captions. Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file. Figure
captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.
No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the
end of the caption. Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs. Identify previously published material by giving the
original source in the form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size. Figures should be submitted separately from the text, if possible.
When preparing your figures, size figures to fit in the column width. For most journals the
figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm. For
books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher
than 198 mm.
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Permissions. If you include figures that have already been published elsewhere, you must
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be
able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases,
material from other sources should be used.

Accessibility. In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your figures, please make sure that. All figures have descriptive captions. Patterns are used
instead of or in addition to colors for conveying information. Any figure lettering has a contrast
ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material. Springer accepts electronic multimedia files and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Submission. Supply all supplementary material in standard file formats. Please include in each
file the following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-mail
address of the corresponding author.To accommodate user downloads, please keep in mind that
larger-sized files may require very long download times and that some users may experience
other problems during downloading.

Text and Presentations. Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable
for long-term viability. A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets. Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets
should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats. Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb
(Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files. It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering. If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the material as a citation, similar to that of figures and tables. Name the files consecutively.
Captions. For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files. Electronic supplementary material will be published as
received from the author without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility. In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your supplementary files, please make sure that. The manuscript contains a descriptive caption
for each supplementary material. Video files do not contain anything that flashes more than
three times per second.

Scientific style. Please always use internationally accepted signs and symbols for units.
Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to those used
by Chemical Abstract Service or IUPAC. Genus and species names should be in italics. Generic
names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name should
be given at first mention.
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AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application
at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and
indicate whether you wish to order OpenChoice and offprints. Once the Author Query
Application has been completed, your article will be processed and you will receive the proofs.
Open Choice. In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to
the journal and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription),
Springer now provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer
Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in
addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.
Copyright transfer. Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher
(or grant the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the
widest possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.

Offprints. Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations. Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading. The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and
the completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content,
e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of
the Editor. After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First. The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is
the official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper
can also be cited by issue and page numbers.

CONFLICT OF INTEREST

All benefits in any form from a commercial party related directly or indirectly to the subject of
this manuscript or any of the authors must be acknowledged. For each source of funds, both the
research funder and the grant number should be given. This note should be added in a separate
section before the reference list. If no conflict exists, authors should state: The authors declare
that they have no conflict of interest.

ANEXO 11
JOURNAL OF ENVIRONMENTAL MANAGEMENT

AIMS AND SCOPE

The Journal of Environmental Management is a journal for the publication of peer reviewed,
original research for all aspects of management and the managed use of the environment, both
natural and man-made. Critical review articles are also welcome; submission of these is strongly
encouraged.As governments and the general public become more keenly aware of the critical
issues arising from man's use of his environment, this journal provides a forum for the
discussion of environmental problems around the world and for the presentation of management
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results. It is aimed not only at the environmental manager, but at anyone concerned with the
sustainable use of environmental resources.

Research Areas Include, but are not exclusive to:
sresource quality, quantity and sustainability
secconomics of environmental management
stransport and fate of pollutants in the environment
*spill prevention and management

sremediation of contaminated sites

sprocess modification for pollution prevention
simproved energy efficiency

swaste treatment and disposal

Papers submitted should address environmental management issues using a range of techniques
e.g. case studies, observational and theoretical analyses, the application of science, engineering
and technology to questions of environmental concern or mathematical and computer modeling
techniques with the aim of informing both the researcher and practitioner.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprint, see https://www.elsevier.com/sharingpolicy), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper Your Way service,
you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing process.
This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by referees
to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you
prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission.
Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.
References. There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage.

Formatting requirements. There are no strict formatting requirements but all manuscripts
must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables
with Captions. If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this
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should be included in your initial submission for peer review purposes. Divide the article into
clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text. Please ensure the figures and the tables included in the
single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the
top of the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software. Regardless of the file format of the original submission, at
revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the
text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing
the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts. See also the section on Electronic artwork.

ARTICLE STRUCTURE

Subdivision - numbered sections. Divide your article into clearly defined and numbered
sections. Subsections should be numbered 1.1, 1.2, etc. Use this humbering also for internal
cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line.

Introduction. State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding
a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods. Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods
already published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Results. Results should be clear and concise.

Discussion. This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions. The main conclusions of the study must be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

ESSENTIAL TITLE PAGE INFORMATION

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' may be indicated as a footnote to that
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author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract. A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined
at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract. Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws
more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of
the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.
Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.
Highlights. Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include
3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Keywords. Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’,
'of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Acknowledgements. Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article
before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Footnotes. Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes
themselves separately at the end of the article.

Artwork: General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

 For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within
a single file at the revision stage.

« That individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
Color artwork. Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in color online regardless of whether or not these
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illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you
will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please indicate your preference for color: in print or online only.

Figure captions. Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief
title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables. Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References:

Citation in text. Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list. Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text.

Reference links. Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured
by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in
the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as
they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references. As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known, should also be given. Web references can
be listed separately under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
Reference management software. Most Elsevier journals have their reference template
available in many of the most popular reference management software products. These include
all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well
as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as
shown in this Guide.

Reference formatting. There are no strict requirements on reference formatting at submission.
References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.
If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the
following examples:

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
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3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly. Groups of references should be listed first alphabetically, then
chronologically.

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Supplementary material. Supplementary material can support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more. Please note
that such items are published online exactly as they are submitted; there is no typesetting
involved. Please submit the material together with the article and supply a concise and
descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to supplementary data during
any stage of the process, then please make sure to provide an updated file, and do not annotate
any corrections on a previous version. Please also make sure to switch off the "Track Changes'
option in any Microsoft Office files as these will appear in the published supplementary file(s).
Database linking. Elsevier encourages authors to connect articles with external databases,
giving readers access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research.

SUBMISSION CHECKLIST

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources

Printed version of figures in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

Use of the Digital Object Identifier. The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite
and link to electronic documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string
which is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic
information.

Online proof correction. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and
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answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-
prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential
introduction of errors.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints. The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link
providing 50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. This
link can also be used for sharing via email and social networks. For an extra charge, paper
offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted
for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's WebShop.

ANEXO 11
FEMS MICROBIOLOGY LETTERS

AIMS AND SCOPE

FEMS Microbiology Letters gives priority to concise papers that merit urgent publication by
virtue of their originality, general interest and their contribution to new developments in
microbiology. All aspects of microbiology, except virology, are covered. Areas of special
interest include: molecular biology and genetics; genomics; microbial biochemistry and
physiology; structure and development; pathogenicity; medical and veterinary microbiology;
environmental microbiology; applied microbiology and microbial biotechnology; systematics
and bioinformatics. Papers (Research Letters and MiniReviews) can deal with any type of
microorganism: bacteria, archaea, bacteriophage and archaeal viruses, yeasts, filamentous
fungi, protozoa, cyanobacteria and eukaryotic algae. In addition, the journal will publish
Perspective, Current Opinion and Controversy Articles, Commentaries and Letters to the Editor
on topical issues in microbiology. The journal will consider succinct, one-page genome
announcements of scientific interest. Statements that a sequence has been completed will not
be considered without further justification for the announcement. The sequence must first be
deposited in a freely available genome database.

EDITORIAL POLICY

All submitted research papers should be complete in themselves and adequately supported by
experimental detail; they should not be preliminary versions of communications to be published
elsewhere. Papers are expected to have findings that are novel, innovative, of significance
and/or present new hypotheses; descriptions of new methods are acceptable. Papers that provide
confirmatory evidence or merely extend observations firmly established in one species or field
site to another will not be accepted unless there are strong reasons for doing so. Members of
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the Editorial Board and other appropriate experts will referee the papers. Editors handling
papers will independently make decisions on acceptance, revision, resubmission or rejection
based on the referees’ reports. The Chief Editor or Editors will reject papers, with an immediate
decision, that are outside the scope of the journal, lack significance or which they believe do
not meet the required standards for other reasons. Authors who feel that there are substantial
grounds for disagreement with an Editor’s decision should contact the Chief Editor, whose
decision will be final. Authors who wish to withdraw their manuscript (at any stage of the
process) should contact their Editor.

ARTICLE TYPES

Research Letters describe original experimental work leading to significant advances within the
scope of the journal. Repetition of information in the text and illustrations should not occur.
Priority is given to short papers, the majority of which will occupy only four to six pages of the
journal. The text (including abstract but excluding the title page, references in text and list, and
figure legends) should not exceed 3000 words. References should be kept to a minimum and a
combined total of six figures and tables are permitted. If the paper exceeds these guidelines, the
manuscript will be returned for shortening without review unless the authors have provided
compelling reasons for the exceptional length.

MiniReviews are concise articles reviewing topics of current interest or controversial aspects
of subjects within the scope of the journal. Articles providing new concepts, critical appraisals
and speculation are welcomed. The style for MiniReviews is the same as for research letters,
except that the maximum length of the text is about 3,500, with a maximum combined total of
six figures and tables. There is no rigid format for MiniReviews but they should generally
include an Abstract and a brief Introduction in which the background to the article is presented.
The remainder of the text should be arranged under a single, or a maximum two levels of
subheading, finishing with a Conclusion or Outlook section that highlights the novelty of the
MiniReview.

Current Opinion, Perspective and Commentary articles enable authors to present their views
on important topical issues, to discuss new conceptual approaches and to consider, critically,
future developments. Their format is flexible but follows that of MiniReviews, with similar
maximum length. Please choose the manuscript type ‘Other” when uploading through the online
submission system.

Letters to the Editor are brief communications focusing on an article that has been published
in the journal within the previous six months. They should focus on some aspect(s) of the paper
that is, in the author’s opinion, incorrectly stated or interpreted, controversial, misleading or in
some other way worthy of comment. All Letters to the Editor must address a scientific issue in
an objective fashion, should be fewer than 1000 words, and will be externally refereed. If
acceptable for publication, they will be offered to the original authors for comment. Please
choose the manuscript type ‘Letter to the Editor’ when uploading through the online submission
system.

Current Controversies in Microbiology are short discussion articles that review the benefits
and potential pitfalls of recently developed microbiological methods. Such articles will be in
the form of a discussion section to a paper, with an informative introductory sentence to indicate
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the core of the article, but will not include an Abstract, Introduction and other formal sections.
A maximum of two published pages (typically about 1000 words) will be permitted. Please
choose the manuscript type ‘Other’ when uploading through the online submission system.
Genome announcements. The journal also welcomes announcements of complete genome
sequences, which must succinctly describe especially interesting features that are not already
obvious from previously available datasets. The text (including abstract but excluding the title
page, references in text and as a list, and figure legends) should typically not exceed 1000 words
and should always include a relevant accession number linked to a free access public database.
One figure or table would be acceptable, but the total length must not exceed two printed pages.
References should be kept to a minimum. Authors who wish to exceed these guidelines should
contact the Chief Editor.

Nominated Reviewers. When suggesting reviewers for manuscripts, members of the editorial
board and/or suitably qualified scientists should be chosen who have no close affiliation with
the authors and who can give an objective review of the manuscript. Professional e-mail
addresses must be provided, if available, rather than private e-mail addresses. The Editors retain
the right to use their discretion to select reviewers they deem appropriate, which may or may
not include those nominated by authors.

Figures should be uploaded in separate files and at sufficient resolution (see section on
Preparation of data). All obsolete files of the previous version should be deleted from the
revised submission. If a paper that is returned to the authors for amendment is not resubmitted
in revised form within one months, the paper will be regarded as withdrawn, unless request for
extension is made to the Editor dealing with the paper. Any revised version received after this
deadline will be treated as a new, resubmitted manuscript.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by certain funders [e.g. The
Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) or the Austrian Science
Fund (FWF)] you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license
supporting you in complying with your Funder requirements.

PREPARATION OF MANUSCRIPTS

Language. Manuscripts should be in English (consistent with either UK or US spelling).
Authors who are unsure of correct English usage should have their manuscripts checked by
someone proficient in the language. You are strongly advised to ensure that the English is of a
publishable standard prior to submission. Manuscripts that are seriously deficient in this respect
will be rejected without peer review. Authors for whom English is a second language may
choose to have their manuscript professionally edited before submission to improve the English.
Layout of manuscripts. FEMS politely requests you compile your manuscript in MS Word
and save it as a .doc or .docx file (not a .pdf file), using the following layout. Title page, the
abstract, main text in one single column and references. Tables, each on a separate page. Figure
legends.

Figures, placing each figure on a separate page and ensuring that the figure is at least twice the
size it will be in the published document. Include the figure number (e.g. Fig. 1) and optionally
including the figure legend well outside the boundary of the space occupied by the figure.
ScholarOne Manuscripts will combine your separately uploaded figure files and the manuscript
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main body into one online file. Please ensure that you upload the figures only once, i.e. either
embedded at the end of the text document or as separate files.

Tables, all tables must be cited in the text in the order that they appear. Explanatory footnotes
should be related to the legend or table using superscript, lower-case letters. All abbreviations
should be defined after the footnotes below the table. Tables should be supplied in Word or
Excel format, and must be editable (not pasted in as a picture).

Use standard fonts (Arial, Times New Roman, Symbol, Helvetica, Times). In your Word
document, on the Tools menu, click Options, select the Embed TrueType fonts check box and
then click the Save tab. In assessing whether the manuscript falls within the recommended
maximum length, one journal page is equivalent to approximately three manuscript pages, each
table is approximately 0.3 of a printed page and each figure is approximately 0.25 of a printed
page. The length of papers should be justified by the content and authors are urged to be concise.
Excessively long reference lists should be avoided. Repetition of information in the text and
illustrations should not occur.

Title, authors, keywords and running title. The manuscript should not form part of a
numbered series but should be headed by a concise, informative title. Authors are reminded that
titles are widely used in information-retrieval systems. The name, full postal address, telephone
and fax numbers, and e-mail address of one corresponding author should be provided in a
footnote. FEMS journals only accept one corresponding author. Keywords should not include
words in the title or abstract and authors should supply a running title of up to 60 characters
(including spaces).

General organisation of manuscripts. Materials and Methods and Results are normally
written in the past tense and the present tense is occasionally used in the Introduction and
Discussion.

Abstract. This should be a single paragraph of less than 200 words and must be intelligible without
reference to the full paper. Ideally, references are not cited. Abbreviations should be avoided, but if
necessary, they must be defined the first time they are used in the main text. Do not abbreviate genus in
the title, keywords, or at first use in the Abstract and Introduction. It is important that the abstract
contains a clearly stated hypothesis, a concise description of the approach and a clear statement of the
major novel findings of the study and their significance.

Introduction. This should place the work in the context of current knowledge, should indicate
the novelty of the study and should conclude with a clear statement of the aims and objectives,
but should not contain a summary of the results.

Materials and Methods. Sufficient detail must be provided to allow the work to be repeated.
Suppliers of materials and a brief address should be mentioned if this might affect the results.
Specific reference must be given for reagents (e.g. plasmids, strains, antibodies) that were not
generated in the study.

Results. Presentation of data is described below.

Discussion. This should not simply repeat the Results. Combined Results and Discussion
sections are encouraged when appropriate.

Acknowledgements. These can include funding agencies, colleagues who assisted with the
work or the preparation of the manuscript and those who contributed materials or provided
unpublished data.

References.



