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RESUMO

O petroleo e seus derivados sdo a principal fonte de energia em todo o munao,
porém as atividades que os envolvem podem causar sérios danos ao meio ambiente e a
salde humana. Neste contexto, é imprescindivel o desenvolvimento de tecnologias que
eliminem ou reduzam esses poluentes e consequentemente, sua toxicidade. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a capacidade de micro-organismos, isoladamente e em
consorcio, na degradacdo de Oleo diesel. Inicialmente foram utilizados 6 fungos e 3
bactérias, e estes, foram submetidos ao teste que investiga o potencial de degradacdo de
petroderivados pelos micro-organismos. Em seguida, estas culturas foram submetidas a
concentragdes crescentes de 6leo diesel (1% a 10%) a uma temperatura de 30°C (+2°C) de
forma estatica. Com base nos resultados dos ensaios de aclimatacdo, foram selecionadas
as linhagens para a formacdo do consorcio. Apds a selecdo do consorcio microbiano, este
foi submetido a uma aclimatacdo e em seguida, a um planejamento experimental, em que
foram utilizadas como variaveis: o inoculo, a concentracdo de nitrogénio e a temperatura,
visando a obten¢é@o das melhores condigdes favorecendo o processo de degradacdo. Dentre
as bactérias, Bacillus sp. apresentou os maiores percentuais de degradacdo e entre 0s
fungos, a levedura L24. Os resultados do planejamento experimental com o consorcio
misto indicaram que, uma menor quantidade de inoculo (1 bloco/gelose) e uma maior
concentracdo da fonte de nitrogénio (C:N 50:1) foi a condicdo que mais favoreceu a
biodegradacao da fonte oleosa. As culturas testadas isoladamente, apresentaram percentual
de degradacdo acima de 70% enquanto que em consércio os maiores valores foram de
30%. Nos ensaios de fitotoxicidade, todos o0s micro-organismos em consoércio, e
isoladamente, apresentaram valores de reducdo da toxicidade do 6leo diesel, sendo que,

isoladamente mostraram-se mais eficientes, apresentando valores de IG entre 60% e 100%.

Palavras-chave: oOleo diesel, biodegradacdo, bioaumento, consorcio microbiano,

fitotoxicidade.



ABSTRACT

Oil and its derivatives are the main source of energy in the world, but the activities uiat
involve them can cause serious damage to the environment and human health. In this
context, it is essential to develop technologies that eliminate or reduce these pollutants and
consequently its toxicity. This study aimed to evaluate the ability of micro-organisms,
alone and in partnership, in the degradation of diesel oil. Initially we used 6 3 fungi and
bacteria, and these were tested to investigate the potential of petroderivados degradation by
micro-organisms. Then, these cultures were subjected to increasing concentrations of
diesel oil (1% to 10%) at a temperature of 30°C statically. Based on the results of tests of
acclimatization, the strains were selected for the formation of the consortium. After
selecting the microbial consortium, has been subjected to an acclimatization and then the
experimental design, in which were used as variables: the inoculum, nitrogen concentration
and temperature in order to obtain the best conditions favoring the degradation process.
Among bacteria, Bacillus sp. showed the highest percentage of degradation among fungi,
yeast L24. The results of the experimental design with the mixed consortium indicated that
a smaller amount of inoculum (1 block / agar) and a higher concentration of the nitrogen
source (C: N 50:1) was the condition that most favored the biodegradation of oil supply.
The cultures tested alone, had percentage of degradation is above 70% while the highest
values in a consortium was 30%. In phytotoxicity tests, all micro-organisms in a
consortium, and separated showed reduced toxicity values diesel oil, and, separately shown
to be more effective, with Gl values between 60% and 100%.

Key-words: diesel oil, biodegradation, bioaugmentation, consortium, phytotoxicity
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1. INTRODUCAO

O oOleo diesel € um petroderivado constituido basicamente por uma mistura de
hidrocarbonetos, além de nitrogénio, enxofre e oxigénio em baixas concentracdes. A
composicdo especifica de um oleo diesel depende da fonte do petréleo bem como dos
processos de destilagdo. E um produto inflaméavel, utilizado para movimentar automoveis,
maquinas de grande porte e navios, termoelétricas entre outras aplicagcdes. Porém, durante
0 Seu processamento, transporte e armazenamento podem ocorrer vazamentos e derrames
acidentais envolvendo grande risco ambiental (SOUZA, 2009).

Os vazamentos causam sérios problemas ao meio ambiente, por contaminarem rios,
oceanos, solos e lencois freaticos, gerando grande desequilibrio ecolégico, em decorréncia
do efeito toxico sobre os seres vivos e consequéncias socio-econémicas, como por
exemplo, o comércio de peixes, moluscos e crustaceos.

Diante do exposto, faz-se cada vez mais necessario o desenvolvimento de técnicas
alternativas que eliminem estes poluentes dos ambientes. Dentre estas técnicas destaca-se a
biorremediacdo por utilizar micro-organismos para degradar poluentes ambientais. Esta
tecnologia é considerada promissora para a remogdo de contaminantes, e se sobressai por
ser fundamentada em métodos naturais, relativamente simples, menos agressivos e mais
adequados para a manutencdo do equilibrio ecoldgico, além do baixo custo, quando
comparados a outros. A biorremediacdo pode ser realizada in situ, ou seja, no local onde
ocorreu a contaminagéo ou ex situ, quando ocorre a remogao do material contaminado para
outra area (SOUZA et al. 2010).

Diversas espécies de fungos e bactérias tém sido utilizadas em processos de
biorremediacdo por apresentarem potencial para transformar substancias complexas e
recalcitrantes em substancias menos tdxicas e compativeis do ponto de vista ambiental
(PEREIRA Jr. et al. 2009). As bactérias apresentam grande atividade degradadora, pois
entre suas principais caracteristicas estdo: a variabilidade genética, crescimento rapido e
facilidade de se aclimatar em diversos ambientes. J& os fungos, resistem a condigdes
adversas, como por exemplo, extremos valores de pH e baixo teor de umidade, além de nédo
apresentarem preferéncia quanto ao ataque ao poluente. Brito et al. (2010), em uma
revisao, citam que, segundo Bushnell e Haas (1941), um dos pesquisadores pioneiros nos
estudos da utilizagéo de hidrocarbonetos por micro-organismos foi Stormer (1908), capaz
de isolar a bactéria Bacillus hexabovorum, que apresentou capacidade de crescer

aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. Também segundo os autores, 0
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pesquisador Sohngen em 1913 relatou que géneros microbianos como Mycobacterium e
Pseudomonas poderiam oxidar o petroleo, e em 1971, Ahearn, Meyers e Standard isolaram
espécies de Candida sp., Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp., Saccharomyces sp.,
Sporobolomyces sp. e Trichosporon sp., todas capazes de metabolizar hidrocarbonetos. Em
2002, Araujo e colaboradores realizaram o isolamento e identificacdo de fungos
filamentosos com capacidade de degradar o petroleo. A partir de um solo contaminado
com petroleo foram obtidas 80 linhagens, das quais 60 apresentaram capacidade para
degradar hidrocarbonetos de petroleo. Dentre estas, foram identificados quatro géneros
fangicos: Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium. Soares et al. (2011) citam a
importancia do desenvolvimento das técnicas de biorremediacéo e relatam a eficiéncia dos
fungos nestes processos.

Porém, os micro-organismos isoladamente podem metabolizar um numero limitado
de hidrocarbonetos, sendo necessario o emprego de associacdes microbianas. Desse modo,
uma espécie complementa a atividade metabolica de outra, ocorrendo ampliacdo da
capacidade enzimatica em degradar poluentes complexos. Leonel et al. (2010) afirmam
que o emprego de consorcios microbianos é viavel, podendo proporcionar uma completa
degradacdo dos contaminantes. Dessa forma micro-organismos que ndo apresentam
potencial para degradar completamente determinado composto, poderdo transforma-lo em
uma substancia degradavel por um segundo micro-organismo.

Nos ultimos anos, tem sido dada atencéo a obtencdo de consdrcios microbianos, que
comparativamente as culturas puras, tém se mostrado mais efetivos na degradacdo de
compostos organicos (PEDROTTI, 2007). Gallego et al. (2007) obtiveram os melhores
resultados de biodegradacdo do petréleo utilizando um consércio misto, quando
comparados com micro-organismos isolados e Costa et al. (2007) relatam a eficiéncia de
um consorcio constituido por fungos filamentosos, leveduras e bactérias em degradar
constituintes do petrdleo. Luz et al. (2010) investigando a potencialidade de um consorcio
bacteriano em degradar 0Oleo diesel, constataram que este mostrou-se eficiente no processo
de biorremediagéo.

Portanto, estudos de biorremediacdo cada vez mais especificos tém se mostrado de
extrema importancia para o tratamento de ambientes impactados por petroderivados. Neste
sentido, este trabalho teve como objetivo, avaliar a biodegradabilidade do o6leo diesel por
determinados fungos e bactérias isolados e em consércio e estabelecer as melhores

condicBes fisico-quimicas e nutricionais para que ocorra a biorremediacéo.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Origem do Petroleo

A origem da palavra petroleo vem do latim petra (pedra) + oleum (6leo). O
petréleo, ou Oleo cru, é constituido, predominantemente, por mistura complexa de
diversos hidrocarbonetos, além de enxofre, nitrogénio, oxigénio e menores quantidades
de vanadio, niquel, sddio, calcio, cobre e urdnio. E um combustivel fossil que data
desde a era paleozdica, no periodo permiano. Acredita-se que sua origem esteja
relacionada ao processo de fossilizacdo de animais e plantas, que ha milhdes de anos
teriam sido soterrados e submetidos a acdo de pressdo e temperaturas extremamente
elevadas, gerado a partir de material organico em decomposicéo sobre a superficie do
planeta. Por esse motivo, o petréleo ndo é um recurso renovavel ao longo da escala de
tempo humana, ainda que ao longo de uma escala de tempo geoldgica esse combustivel
continue a ser formado pela natureza. As caracteristicas do petréleo tém sido alteradas
por processos geoldgicos ao longo dos séculos. Estas alteracdes tém contribuido para a
evolucdo e adaptacdo de micro-organismos, tornando-os eficientes na degradacdo de
hidrocarbonetos (ATLAS; BARTHA, 1972).

Segundo Thomas (2001), o registro da participacdo do petroleo na vida do
homem remota de tempos biblicos. Na antiga Babil6nia, os tijolos eram assentados com
asfalto e o betume era largamente utilizado pelos fenicios na calafetacdo de
embarcacdes. Os egipcios o0 usaram na pavimentacao de estradas, para embalsamar 0s
mortos e na construcdo de piramides, enquanto gregos e romanos dele langcaram mao
para fins bélicos. No Novo Mundo, o petrleo era conhecido pelos indios pré-
colombianos, que o utilizavam para decorar e impermeabilizar seus potes de ceramica.
Os incas, 0s maias e outras civilizacdes antigas também estavam familiarizados com o
petroleo, dele se aproveitando para diversos fins.

A partir do no século XVIII o petréleo comecou a ser utilizado comercialmente,
na industria farmacéutica e na iluminagéo, tornando-se, ao longo do tempo, uma eficaz
fonte de energia. Com o surgimento da industria petroquimica, os derivados do petrdleo
encontraram uma ampla aplicacéo, centenas de novos compostos sédo produzidos, como

plasticos, borrachas sintéticas, tintas, corantes, adesivos, solventes, detergentes,
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explosivos, produtos farmacéuticos, cosméticos, etc., favorecendo certa comodidade
para a vida humana atual (MELO, 2005).

O primeiro poco de petrdleo foi descoberto nos Estados Unidos, no ano de 1859,
em uma regido de pequena profundidade, cerca de 21cm. Os paises que possuem maior
numero de pocgos de petroleo estdo localizados no Oriente Médio, e por sua vez,
juntamente com os Estados Unidos, sdo considerados os maiores produtores e
exportadores mundiais. A histéria do petrleo no Brasil comegou em 1858, quando o
marqués de Olinda assinou o Decreto n° 2.266 concedendo a José Barros Pimentel o direito
de extrair mineral betuminoso para fabricacdo de querosene, em terrenos situados as
margens do Rio Marad, na entdo provincia da Bahia. O primeiro poco brasileiro com o
objetivo de encontrar petroleo, foi perfurado somente em 1897, por Eugénio Ferreira
Camargo, no municipio de Bofete, no estado de Sao Paulo (SOUZA E LIMA, 2002).

2.2. Oleo Diesel

E um petroderivado constituido basicamente por uma mistura de
hidrocarbonetos ramificados e de cadeia aberta predominantemente alcanos e oleofinas,
composto por atomos de carbono e hidrogénio, além de nitrogénio, enxofre e oxigénio
em baixas concentragdes. O 06leo diesel € um produto inflamavel, medianamente toxico,
pouco volatil, com odor forte e caracteristico e sua cor varia do amarelo a0 marrom
(RAVATO, 2008). A composicdo de um 6leo diesel especifico depende da fonte do
petroleo, do método de producdo e dos processos de destilagdo, podendo ainda, conter
aditivos na sua composicéo final para melhorar a estabilidade e ignicio (PETROBRAS,
2003). O consumo do 6leo diesel no Brasil pode ser dividido em trés grandes setores: o
de transportes, representando mais de 75% do total consumido; o agropecuario,
representando cerca de 16% do consumo; e o de transformacao, que utiliza o produto na
geracdo de energia elétrica e corresponde a cerca de 5% do consumo total de diesel
(BIODIESEL, 2012).

Atualmente, sdo definidos e especificados pelo Departamento Nacional de
Combustiveis (DNC), quatro tipos basicos de 6leo diesel (ANENG, 2012):
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Tipo A — Utilizado em motores de ciclo diesel (6nibus, caminhdes, carretas, veiculos
utilitarios, etc.) e em instalacdes de agquecimento de pequeno porte. Este Oleo

caracteriza-se por possuir um teor de enxofre de, no maximo, 1,0%.

Tipo B — Conhecido como “metropolitano”. Tem a mesma aplicagdo do diesel tipo A

diferindo dele por possuir, no maximo, 0,5% de enxofre.

Tipo C — Caracteriza-se, principalmente, por possuir, no maximo, 0,3% de enxofre.
Outro item que diferencia este tipo de diesel dos demais é a temperatura necessaria para

destilacdo de 85% do seu volume: 360°C contra 370°C dos demais tipos.

Tipo D — Para uso maritimo. E produzido especialmente para a utilizagido em motores
de embarcagdes maritimas. Difere do diesel Tipo A por ter especificado o seu ponto de

fulgor em, no maximo, 60°C.

Com o aumento da populacdo humana e o desenvolvimento tecnologico, ha uma
crescente demanda da utilizacdo do petrdleo e de seus derivados como fonte de energia,
representando uma grande parcela para a economia mundial. No entanto, vem
ocasionando sérios problemas ambientais, devido a introducdo cada vez mais frequente

de petroderivados no meio ambiente (MELO, 2005).

2.3. Contaminacdo por Petroleo e seus Derivados

A presenca de hidrocarbonetos no ambiente, em geral, € um perigo para a saude
publica e para o ecossistema, devido a sua toxicidade e habilidade de bioacumular ao
longo da cadeia alimentar (TIBURTIUS et al. 2004).0 petroleo bruto constitui 0 maior
componente de derrames que ocorrem no mar, pois é a carga principal dos navios
cargueiros. Em um derrame de petréleo no mar ocorrem Vvarios processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, alterando a composicao original dos hidrocarbonetos. O despejo
de petroleo em grandes quantidades afeta 0 ecossistema e 0 grau dessa alteracéo
depende do tipo de 6leo, da quantidade e do local do derrame. Em geral, os derrames
catastroficos ocorrem nas regides costeiras, afetando o ecossistema marinho e litoraneo.

Inicialmente o petroleo se espalha pela superficie da agua, evapora as fracdes volateis e
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seus componentes soltveis em agua se dissolvem no oceano (ROSATO, 1997). Uma
vez gque 0s compostos mais toxicos sdo 0s mais solUveis e volateis, o impacto quimico é
maior nos primeiros dias apds o derramamento.

Grande parte das descargas de petroleo e de seus derivados se da por lavagens de
tanques de navios em alto mar. Ap6s a descarga do produto, os tanques sdo cheios com
a dgua do mar (agua de lastro), para que seja mantida a estabilidade do navio. Antes de
fazer uma nova carga com produto, essa agua é lancada no mar, e com ela sdo lancadas
algumas dezenas de milhares de litros de petroderivados. Outra forma bem mais
dréstica, se da pelo vazamento de produto por naufragios decorrentes de rupturas na
estrutura do navio. Em regifes proximas a terminais portuarios ha grande
susceptibilidade a esses derrames (PEREIRA JR, 2009). Nos rios e lagos, o petréleo e
seus derivados podem persistir por mais tempo, dependendo da natureza do dleo e da
sua composicdo, além do tempo de residéncia da agua, que nesses casos € bem maior
gue nos mares e oceanos. Por exemplo, os 6leos leves, que sdo ricos em material toxico
constituido por aromaticos volateis, permanecem menos tempo que os 6leos pesados e
os combustiveis maritimos. Os 6leos crus, por sua vez, s80 menos susceptiveis a
biodegradacao do que os seus derivados (ATLAS & BARTHA, 1972).

Algumas das principais conseqliéncias socio-econémicas dos vazamentos em
ambientes aquéticos sdo: a reducdo da oxigenacdo, resultante da biodegradacao do 6leo
e da proliferacdo de decompositores, reducdo de nutrientes essenciais como nitratos e
fosfatos, aumento de micro-organismos heterotroficos, desaparecimento de peixes nas
areas atingidas. Isto acarreta a suspensdo da pesca, morte de moluscos por substancia
toxicas, tornando-se impréprios para 0 consumo humano e, consequentemente,
causando prejuizos para as pessoas que vivem de sua comercializacdo (DELILLE, 1998;
BURNS et al. 2000). Além desses efeitos, os derrames causam prejuizos financeiros as
atividades industriais, pesqueiras e turisticas, pois estas dependem da qualidade do mar
e dos riscos relacionados a salde publica, causados pelo contato direto com o 6leo.

Estima-se que 90% da descarga de contaminantes na natureza sejam de origem
antropogénica e cerca de 70% de todos os contaminantes ambientais sejam
hidrocarbonetos, sendo o solo a porcdo mais afetada pela contaminagdo por dleo
(GOMES, 2011). As refinarias de petroleo geram uma grande quantidade de derivados,
que podem contaminar o ambiente, sendo os principais poluidores do solo e mananciais

de agua. O fundo dos tanques-reservatorios de combustiveis e das unidades de



20

tratamento sdo as principais fontes de contaminacgéo, contribuindo significativamente
para causar a poluicdo ambiental. A maior parte destes tanques de armazenamento
encontra-se alocado no subsolo dificultando o monitoramento e o controle de
vazamentos que, quando ocorrem, requerem medidas mitigadoras imediatas para evitar
danos ao solo e contaminacdo de aguas subterraneas (CUNHA et al. 2008). Os postos
de combustiveis também sdo responsaveis por casos de contaminacdo. Segundo a
resolugcdo n. 273 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, 2000) toda
instalacéo e sistemas de armazenamento de derivados de petroleo configuram-se como
empreendimentos potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores de acidentes
ambientais. Define que a localizacdo, construcdo, instalacdo e operacdo de postos de
combustiveis dependerdo de prévio licenciamento do érgdo ambiental competente, sem
prejuizo de outras licencas legalmente exigiveis. O petroleo altera as propriedades do
solo, reduzindo a disponibilidade de agua, de nutrientes e de oxigénio. A composi¢do
dos dejetos varia de acordo com a origem, armazenamento e o0 histérico de tratamento
(ROSATO, 1997).

Os principais riscos da contaminacdo no solo estdo relacionados ao
espalhamento vertical, conhecido como percolacao, devido a possibilidade de atingir o
lencol freatico (CORSEUIL et al. 1997). A natureza fisico-quimica do solo e o
tamanho de suas particulas influenciam na percolacdo a na degradacdo do poluente
(AMELLAL et al. 2001). De acordo com a Companhia de Tecnologia E Saneamento
Ambiental (CETESB, 2010), ocorreram nas ultimas décadas, inUmeros acidentes
envolvendo atividades petroliferas no Brasil e em todo 0 mundo. Em 1967 foi registrado
o primeiro desastre ambiental mundial devido ao encalhe do petroleiro Torrey Canyon,
entre a zona costeira da Inglaterra e da Franca, liberando 123.000 ton. de éleo, causando
mortandade de aves e prejuizos a pesca e ao turismo. No Brasil, o primeiro grande
derrame notificado ocorreu em 1974, quando o petroleiro Takimyia Maru chocou-se
contra uma rocha no Canal de Sdo Sebastido, causando vazamento aproximado de 6.000
ton. de petréleo. No entanto, a ocorréncia de maior repercussdo na midia, devido ao
impacto socioambiental gerado, foi o rompimento do oleoduto na Baia da Guanabara
(2000), com vazamento de 1,3 ton. (POFFO, 2000; CETESB, 2010). Segundo o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais e Renovaveis (IBAMA), em
2012, no Brasil, ocorreram dezenas de acidentes envolvendo vazamentos de petroleo e

seus derivados.
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2.4. Toxicidade do Petroleo e Derivados

Além de contaminar ambientes aquaticos e terrestres, causando sérios danos aos
ecossistemas, os hidrocarbonetos apresentam potencial toxicidade para o homem e
outros organismos. A exposicdo a esses compostos por tempo prolongado pode causar
efeitos cronicos, tais como: modificacdo no figado, danos nos rins, coracdo, pulmdes e
sistema nervoso, aumento no desenvolvimento de células cancerosas, efeitos
genotoxicos e fetotoxicos. Além de irritacdo nos olhos, pele e sistema respiratorio
(GOMES, 2004). Segundo Kabbur et al. (2001), Kanikkannan et al. (2001);
Kanikkannan et al. (2002), a inalacdo desses poluentes provocam sintomas
neurocomportamentais como: nausea, enxaqueca, fadiga e vertigem. Os efeitos dos
hidrocarbonetos no ser humano ja sdo bem conhecidos, porém, apesar dos estudos
crescentes, pouca informacdo estd disponivel sobre os efeitos especificos destas
substancias nos organismos marinhos, especialmente apds acidentes envolvendo
vazamento de 6leo no oceano (CETESB, 2012).

Diante do exposto, conclui-se que os derrames de petrdleo e derivados trazem
graves danos ao meio ambiente, sendo extremamente necessario o desenvolvimento de

tecnologias que eliminem ou minimizem os poluentes derramados na agua e no solo.

2.5. Biorremediacao

A biorremediacdo pode ser definida como um conjunto de técnicas bioldgicas
que visam a recuperacdo de ambientes poluidos por substdncias téxicas e/ou
recalcitrantes, de forma menos agressiva ao meio ambiente e mais adequada ao
equilibrio ecoldgico. A biorremediacdo baseia-se no processo de degradacdo do
poluente por acdo microbiana (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) sendo
considerada uma estratégia ecologicamente viavel, de alta eficiéncia e de baixo custo
(CRUZ, 2012). Neste processo, 0S micro-organismos metabolizam substancias
organicas, das quais obtém os nutrientes utilizando-os como fonte de carbono e energia,
sendo capazes de minimizar ou eliminar o impacto dos poluentes (ALEXANDER,
1999b; SEMPLE et al. 2001). Para que a biorremediacéo seja efetuada, uma das etapas
consiste na selecdo dos micro-organismos adequados, sejam estes autdctones ou

aléctones, os primeiros indicios podem ser obtidos através do estudo das colénias que
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habitam os ambientes contaminados. Se um grupo de organismos consegue proliferar
em um local com altas concentragdes de uma espécie poluente, existe uma maior
probabilidade de que possua um sistema que lhe permita metabolizar esse contaminante.
Como em qualquer processo em que se empregam micro-organismos € fundamental a
otimizacdo dos parametros relacionados aos nutrientes, fornecimento de oxigénio, pH
entre outros (BRITO, 2010).

Os processos de biorremediagdo tém como principio propiciar um aumento na
biodegradacdo e provocar um estimulo da atividade microbiana degradadora por
diferentes mecanismos (ANDREA; NAKAGAWA, 2006). Em muitos casos é comum
utilizar tecnologias de biorremediacdo concomitantemente com outras tecnologias de
remediac&o. E preciso conhecer a natureza quimica bem como as caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante e as caracteristicas do ambiente contaminado. Assim, cada
ambiente contaminado requer uma combinacdo de procedimentos que permitam a
otimizacdo do processo de remediacdo (PEREIRA Jr et al. 2009). O maior projeto de
biorremediagdo da historia foi o tratamento do petréleo derramado pelo navio-tanque
Exxon Valdez no Alaska, em 1989. Foram adicionados fertilizantes contendo nitrogénio
ao longo de mais de 100 quilébmetros de litoral, estimulando, dessa maneira, 0
crescimento dos microrganismos nativos, incluindo os que eram capazes de degradar
hidrocarbonetos (SANTOS, 2009). Nessa operagdo foi degradado tanto o petroleo da
superficie quanto o das camadas adjacentes (BAIRD, 2002). A biorremediacao pode ser

classificada de acordo com o local onde ocorre:

Biorremediac&o in situ — é o tipo de biorremediacdo que ocorre no local onde
houve o derrame e 0s micro-organismos presentes no sitio poluido conduzem o
processo de biodegradacdo. Pode ser feito com a adicdo de nutrientes para aumentar a
velocidade do processo, esse procedimento é chamado de bioestimulo; ou com a adicao
de micro-organismos exogenos a microbiota nativa, chamado de bioaumento
(WALTER, 1997; KOWALICK, 1991).

Biorremediacdo ex situ — essa técnica consiste na remogdo do material
contaminado para outra area (GLAZER; NIKAIDO, 1995; ALEXANDER, 1994a).

A seguir estdo descritas algumas das principais tecnicas de biorremediagéo
(BAKER; HERSON, 1994) (Tabela 1):
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Tabela 1 -Tecnologias de tratamento de biorremediagio (BAKER; HERSON, 1994)

TECNICA DESCRICAO

Bioaumento Adicdo de culturas bacterianas ao meio contaminado; usada em

biorreatores e em sistemas ex situ.

Biofiltros Uso de colunas de suspensdo microbiana para tratar de emissdes de
gases.
Bioestimulo Estimulacdo dos micro-organismos pela adi¢do de nutrientes. Pode

se feita in situ ou ex situ.

Biorreatores Biodegradacdo em um container ou reator para tratar liquidos ou
lodo contaminados. O emprego de reatores bioldgicos vem surgindo
como um passo decisivo na biodegradagdo de muitos compostos
solidos ou extremamente viscosos tidos, ainda hoje, como

recalcitrantes e altamente poluentes.

Bioventilacao O oxigénio é fornecido por meio de uma rede de tubos através da
injecdo ou extracao de ar, em fluxo lento, para aumentar a aeracao e
estimular a atividade microbiana. Utilizado no tratamento de solos

contaminados.

Compostagem  Tratamento aerébico, no qual o material contaminado é misturado; é

feito usando pilhas estaticas ou reatores de alimentagdo continua.

As principais vantagens da biorremediacdo segundo Baker; Herson (1994):

e Pode ser feita no local,

e Mantém ruptura minima no sitio poluido;

e Eliminacéo de custos de transportes;

e Eliminacéo de poluentes de forma permanente;

e Elimina persisténcia prolongada de determinados poluentes.

As desvantagens segundo Smith (1996):

e Muitos compostos organicos sdo resistentes a biodegradacao;

e Pode ser lenta, quando comparada com métodos fisico-quimicos de limpeza;
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e Envolvem adicdo de nutrientes e dispersantes quimicos, fontes de contaminagéo
ambiental,
e Concentracdo toxica do poluente e presenca de metais pesados podem inibir a

atividade microbiana.

A escolha do processo mais adequado depende do objetivo a ser alcangado, das
caracteristicas fisico-quimicas dos poluentes, condi¢cbes ambientais, biomassa
microbiana, diversidade populacional, atividades enzimaticas, equipamentos necessarios

e 0 custo econdmico.

2.6. Biodegradacéo de Hidrocarbonetos por Fungos e Bactérias

A biodegradacdo dos hidrocarbonetos € um processo de grande complexidade
que depende da natureza e quantidade de hidrocarbonetos presentes no ambiente
poluido (MUSAT e WIDDEL, 2008). A biodegradacdo de materiais organicos no
ambiente € mediada geralmente por bactérias e fungos. As bactérias possuem diversas
caracteristicas metabdlicas, sendo considerados micro-organismos de grande atividade
degradadora. Entre as principais caracteristicas estdo: a variabilidade genética,
crescimento rapido e facilidade para se aclimatar em diversos ambientes, sendo
portanto, fundamentais na sele¢cdo de micro-organismos para uso em processos de
biorremediagédo. Os fungos séo considerados mais eficientes sob condi¢des adversas de
processo, como por exemplo, valores extremos de pH e baixo teor de umidade, e
também ndo apresentam preferéncia quanto ao ataque ao poluente (TRINDADE, 2002).
Condicgbes adequadas de nutrientes, pH, oxigénio e temperatura durante o processo,
permitem um melhor desempenho dos micro-organismos na biodegradacdo, o que
levara a mineralizacdo do poluente com a producdo de CO, e 4&gua
(FRANKENBERGER Jr, 1992; ATLAS; BARTHA, 1972).

2.7. Micro-organismos Degradadores

A capacidade de degradar hidrocarbonetos do petrdleo e derivados é apresentada

por diversos géneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras;
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entretanto, algas e mesmo protozoarios também possuem essa capacidade (ROSATO,
1997). Os micro-organismos sdo conhecidos por serem 0s principais agentes da
biodegradacdo de hidrocarbonetos e quando estes sdo isolados de solos expostos a
poluicdo adquirem mecanismos de biodegradacdo, ao contrario dos isolados de
ambientes sem nenhum historico de tal poluicdo (SAADOUM et al. 2008).

Inimeros trabalhos e revisbes sobre micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos do petréleo foram produzidos nas ultimas decadas. Stormer (1908)
isolou uma bactéria Bacillus hexabovorum, que apresentou capacidade de crescer
aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. Komagata e colaboradores (1964)
isolaram 56 espécies de leveduras capazes de utilizarem hidrocarbonetos, em que a
maioria pertencia ao género Candida. Floodgate (1984) listou 25 géneros de bactérias e
27 de fungos isolados de ambientes marinhos e Ridgway e colaboradores (1990)
isolaram aproximadamente 300 bactérias de pocos subterraneos com a capacidade de
degradar compostos de gasolina. Araujo e colaboradores (2002) realizaram o isolamento
e identificacdo de fungos filamentosos com capacidade de degradacdo do petréleo. A
partir de um solo contaminado com petréleo foram obtidas 80 linhagens, das quais 60
apresentaram capacidade para degradar hidrocarbonetos de petroleo.

Segundo Rosato (1997) os géneros de bactérias e leveduras que apresentam
potencialidade em degradar hidrocarbonetos, mais comumente encontrados em
ambientes aquéticos sdo: Pseudomonas, Acchromobacter, Arthrobacter, Micrococcus,
Nocardia, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Candida, Rhodotorula e Sporobolomyces. Os géneros mais importantes de bactéria,
tanto em ambiente terrestre como em ambiente marinho s&o: Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia e
Pseudomonas spp. e os corineformes. Entre os fungos degradadores, os mais
encontrados em ambientes marinhos sdo: Aureobasidium, Candida, Rhodotorula e
Sporobolomyces spp. € 0s mais comuns no solo séo: Trichoderma e Mortierella spp.

Alguns micro-organismos possuem a capacidade de degradar compostos
recalcitrantes, e isto é consequéncia da evolugdo dos aparatos enzimaticos presentes nas
células junto a uma enorme variedade de substancias naturais de origens diversas. Os
fungos véem se mostrando habeis em degradar compostos xenobidticos e outros de

grandes cadeias moleculares que, em geral, séo de dificil degradacdo. Os atributos que
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distinguem os fungos filamentosos das outras formas microbianas determinam porque
estes micro-organismos sdo bons biodegradadores (ALEXANDER, 1999).

O crescimento micelial confere uma vantagem sobre 0s micro-organismos
unicelulares, bactérias e leveduras, especialmente no que concerne a colonizacdo de
substratos insoltveis. Os fungos filamentosos ramificam-se rapidamente no substrato,
digerindo-o através da secrecdo de enzimas extracelulares, disponibilizando, desta
forma, o acesso para o0 ataque bacteriano. Estes fungos, aparentemente, toleram maiores
concentragfes de produtos toxicos no microambiente externo do que no seu interior.
Sdo capazes de crescer sob condi¢bes ambientais de estresse, como em meios com
baixos valores de pH, por exemplo, e ainda suportar meios pobres em nutrientes
(ANDRADE, 2009). Maciel et al. (2013) e Arruda (2011), relatam a potencialidade de
Penicillium spp. em degradar compostos de querosene e 6leo diesel respectivamente.
Singh (2006) apud Soares e colaboradores (2011), em seu livro entitulado:
“Mycoremediation: fungal bioremediation”, salientou que, por serem eximios
biodegradadores de uma vasta variedade de compostos, 0os fungos sdo organismos
promissores, que estdo gerando cada vez mais resultados positivos para a recuperacao
de areas degradadas por meio do processo de biorremediacao.

Para a efetuacdo de processos de biorremediacdo € imprescindivel a detec¢do da
capacidade de biodegradacdo de derivados do petrdleo por micro-organismos isolados
de ambientes contaminados por este 6leo. A cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) tém sido duas técnicas utilizadas por diversos autores
para a analise de biodegradacdo de hidrocarbonetos (BARROS et al. 2005; TEIXEIRA;
BENTO, 2007).

Os micro-organismos isoladamente podem metabolizar um numero limitado de
hidrocarbonetos, sendo necessaria uma mistura de populacdes com capacidade
enzimatica ampliada para a degradacdo de misturas complexas de hidrocarbonetos
(LEAHY e COLWELL, 1990; URURAHY, 1998). Essas associa¢fes de micro-

organismos sdo chamadas de consorcios microbianos.

2.8. Consorcios Microbianos

A biodegradagdo do petroleo em ambientes naturais ou em laboratério, ndo pode

ser realizada por uma Unica espécie microbiana, uma vez que este poluente é constituido
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por varios tipos de hidrocarbonetos e nenhum micro-organismo é capaz de degradar
sozinho todos os compostos ali presentes. A complexidade dos processos metabolicos
necessarios a essa degradacgdo leva a formacao de consorcios, com micro-organismos de
diferentes géneros e espécies, cada um especializado em degradar uma ou varias fragdes
do o6leo. A maior eficacia dos consércios com relagédo as culturas puras é evidenciada,
provavelmente, pela ocorréncia do cometabolismo, fendmeno no qual, alguns micro-
organismos sdo considerados primarios, sendo responsaveis pelo ataque inicial ao
poluente, produzindo compostos intermediarios que serdo em seguida assimilados por
outros géneros e espécies diferentes, denominados micro-organismos secundarios. Nos
ultimos anos, diversas pesquisas comecaram a se voltar ao estudo de tais consorcios,
que tém demonstrado maior eficiéncia do que as culturas puras na degradacdo de
poluentes do petrdleo, podendo mineralizar totalmente estes compostos devido a
complementaridade metabolica entre seus membros (CRAPEZ et al. 2002, VAN
HAMME et al. 2003, TIBURTIUS et al. 2004, JACQUES et al. 2007, LEONEL et al.
2010, MELO 2011, SILVA 2012).

Essa complementaridade metabolica em consércios microbianos é essencial
para a degradacdo de alguns hidrocarbonetos, uma vez que estes podem apresentar
toxicidade para certos micro-organismos e, em contrapartida, servir de fonte de carbono
para outros. Assim, o metabolismo de compostos toxicos por alguns microrganismos
resistentes, gera subprodutos que serdo utilizados por outras espécies como substrato de
crescimento (VAN HAMME et al. 2003, TIBURTIUS et al. 2004). Mariano et al. 2008,
afirmam que a estratégia baseada na utilizacdo de consorcios € mais eficiente, pois
mesmo culturas reconhecidamente capazes de degradar hidrocarbonetos podem falhar
quando aplicadas isoladamente. Boonchan et al. (2000) constataram que a inoculacgdo de
consorcios microbianos pode melhorar significadamente a degradacdo de compostos
toxicos em solos contaminados. Maciel (2009), investigando o potencial de degradacéo
de querosene, por duas leveduras e uma bactéria, isoladamente e em consércio,
verificou que as taxas de degradacdo do poluente foram maiores quando os micro-
organismos estavam associados.

A interacdo entre diferentes micro-organismos, em condigdes de consorcio,
como o cometabolismo ou antagonismo pode ser importante, e a biodegradacdo de
compostos organicos toxicos como hidrocarbonetos pelo consorcio poderiam ser
diferentes das de uma Unica cultura (FERNANDEZ-SANCHEZ, 2001). Portanto, a
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utilizacdo de consorcios microbianos em processos de biorremediacéo, para obter-se um
resultado mais eficiente, é aconselhdvel e vidvel, segundo o0s autores citados

anteriormente.

2.9. Fatores que Influenciam a Biodegradacéao

Diversos fatores ambientais que abrangem pH, temperatura, umidade, atividade
de agua, oxigénio dissolvido, nutrientes, fontes de carbono e energia e a presenca de co-
metabolitos influenciam a utilizacdo de poluentes pelos micro-organismos
(BOOPATHY 2000, VAN HAMME et al. 2003, JACQUES et al. 2007, SEO et al.
2009).

O pH é um fator que influencia no desenvolvimento dos micro-organismos,
atuando como agente selecionador da microbiota. Em valores baixos, predominam
fungos filamentosos e leveduras, enquanto em limites superiores, actinobactérias séo
favorecidas. As bactérias heterotréficas, em geral, preferem valores de pH proximos a
neutralidade, que corresponde a faixa entre 6,0 e 8,0 (GOMES, 2004). No processo de
degradacdo, € necessario que o pH seja compativel ao crescimento dos micro-
organismos. Os valores de pH podem variar de acordo com o tipo de solo, estendendo-
se desde 2,5 em solos &cidos a 11,0 em solos alcalinos (ATLAS, 1998c).

A temperatura influencia no processo de biodegradacao pelo efeito que causa na
natureza fisica e quimica da fonte oleosa, bem como pela alteracdo na populacao
microbiana. Geralmente, em baixas temperaturas, a viscosidade do 6leo aumenta, o0 que
leva a um processo de biodegradacdo mais lento, devido a reducdo na atividade
enzimatica. O aumento da temperatura favorece a dissolucdo das substancias,
facilitando a assimilacdo destes compostos a acdo microbiana. Temperaturas ideais para
a biodegradacao estdo situadas na faixa entre 20° e 35° C (LEAHY; COLWELL, 1990).

Os micro-organismos necessitam de um suprimento adequado de agua para a
ocorréncia de uma boa degradacdo do poluente. Geralmente, em solos contaminados
com Oleo cru, obtém-se taxas 6timas de biodegradacdo quando o teor de umidade do
solo estd com o percentual entre 30% e 90% da capacidade de absor¢do de &gua do
mesmo, porem, o valor 6timo de umidade depende das propriedades do solo e do
poluente em questdo (ALEXANDER, 1999b; SOHRABI; MOGHAREI, 1999).
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O oxigénio & necessario para o processo de biodegradacdo, pois 0S passos
iniciais no catabolismo dos hidrocarbonetos envolvem a oxidacdo dos mesmos por
oxigenases (ATLAS, 1984a). No solo, a disponibilidade do oxigénio é dependente das
taxas de consumo pelos microrganismos, do tipo de solo, da satura¢do do solo com agua
e da presenca de outras substancias que podem ser assimiladas, acarretando uma
diminuicdo nos niveis de oxigénio (LEAHY; COLWELL, 1990).

O petroleo é composto principalmente de hidrocarbonetos que podem servir
como fonte de carbono para o desenvolvimento de micro-organismos. No entanto, ha a
necessidade de outros nutrientes como, o nitrogénio e o fésforo que séo requeridos em
maior quantidade. O nitrogénio € indispensavel a sintese protéica, um constituinte
essencial as células, uma vez que é necessario a formacdo de aminoacidos e &cidos
nucleicos, enquanto o fésforo é umas das pegas-chave do mecanismo de acimulo de
energia a nivel celular. As fontes de nitrogénio mais utilizadas nos protocolos de
biorremediacdo sao ureia, cloreto de aménio e nitrato de amoénio. Ha& também uma
demanda por micronutrientes, como: enxofre, ferro, magnésio, célcio e sddio. A
disponibilidade desses elementos varia em diferentes ambientes e eles podem ser
adicionados para estimular a biodegradacao. No solo, o ajuste das relacdes C:N:P pode
ser facilmente efetuado pela adicdo de fertilizantes, porém, em ambiente aquatico, o
ajuste dessas relacdes oferece maiores problemas, pois deve ser efetuado de forma
criteriosa de modo a néo ser dissipado na interface 6leo-4gua (ROSATO, 1997).

E para minimizar as interferéncias provocadas por diversos fatores (pH,
temperatura, oxigénio, nutrientes) nos processos de degradacdo de substancias poluentes
é possivel observar que a exposicdo prévia de micro-organismos aos compostos
organicos atuam como importante fator de favorecimento e melhor eficiéncia do
consumo de tais poluentes por via microbiana, gerando um aumento nas taxas de
biodegradacdo (URURAHY, 1998; GOMES, 2004). Portanto, antes de se iniciar o
emprego de uma técnica biorremediadora, é necessario analisar e ajustar fatores como,
pH, temperatura, quantidade de indculo e nutrientes, entre outros, para que ocorra a
efetividade do processo de biodegradacao.

Além dos fatores mencionados, pode-se ainda citar, um importante fator biotico:
a predacao por protozoarios. Alguns protozoarios sdao predadores naturais de bacterias e
muitas vezes, sua presenca € inevitavel em um ambiente que precisa ser biorremediado
(RAMADAM et al. 1990).
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3.0. Ecotoxicidade

Os ambientes contaminados por substancias toxicas, e posteriormente
submetidos a alguma técnica de remediacdo necessitam ser analisados quanto a
ecotoxicidade. Rosato (1997) afirma que os subprodutos formados durante o processo
de degradacdo podem tornar-se mais toxicos ou mutagénicos que o produto original,
portanto, € necessario o monitoramento e avaliacdo do processo de biodegradacéo.
Segundo Chapman (2002) os estudos ecotoxicoldgicos tem como objetivo analisar o0s
efeitos de substancias toxicas nas comunidades naturais sob condicdes reais de
poluicdo. Essa avaliacdo é feita atraves de testes especificos, com organismos padrao
(plantas, sementes, crustaceos, microalgas, entre outros), selecionados de acordo com os
seguintes critérios: ampla disponibilidade e importancia em um grupo ecolégico.

Entre estes métodos, encontra-se a fitotoxicidade que utiliza sementes como
bioindicadores. As sementes sdo excelentes organismos para bioensaios porgue,
enquanto estiverem desidratadas, permanecem dormentes e podem ser armazenadas por
longos periodos, sem perder a viabilidade. Contudo, uma vez reidratadas, entram no
processo de germinacdo, durante o qual, sofrem mudancas fisioldgicas, tornando-se
altamente sensiveis ao estresse ambiental (RODRIGUES, 2003).

Estudos tem demonstrado espécies de feijdo, pepino, couve, tomate, espinafre,
repolho, agrido, alface e soja, como bons indicadores da toxicidade de determinados
hidrocarbonetos (OECD, 1984; TIQUIA et al. 1996; GUNDERSSON et al. 1997,
HELFRICH et al. 1998). Maciel et al. 2010 em ensaios de fitotoxicidade com fungos
filamentosos, com querosene nas concentracfes de 1% a 30%, utilizou sementes de
Brassica oleraceae var. capitata (repolho-roxo). A fitotoxicidade destaca-se como
uma das metodologias da ecotoxicidade, por ser cada vez mais empregada na avaliacdo
de impactos causados por substancias toxicas em um ambiente e por apresentar

vantagens como método simples, rapido e baixo custo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Fonte de Carbono

O oleo diesel foi utilizado como fonte de carbono neste trabalho. A amostra foi
cedida pela Petrobras Transporte S.A. — TRANSPETRO/SUAPE — Complexo Industrial
Porto de Suape/lpojuca — PE. (Anexo A).

3.2. Micro-organismos Utilizados

Foram utilizadas trés linhagens bacterianas Bacillus subtilis, Bacillus mycoides e
Bacillus sp. e seis linhagens fungicas, sendo trés leveduras registradas como L1, L3 e
L24 e trés fungos filamentosos Penicillium aurantiogriseum, Penicillium commune e
F9, isolados de uma é&rea localizada na Regido Portuéria de Suape — PE. As culturas
foram mantidas no banco de Culturas do Departamento de Antibidticos do Centro de

Ciéncias Bioldgicas — UFPE.

3.3. Manutenc¢éao dos Micro-organismos

Para a manutengdo das culturas fungicas foram efetuados repiques mensais, em
placas de Petri contendo meio sélido Agar Sabouraud - SAB (15g de peptona, 40g de
glicose, 15g de Agar para 1L de agua destilada) e meio sélido Yeast Peptone Dextrose -
YPD (10g de peptona, 10g de glicose, 10g de extrato de levedura e 15g de agar para 1L
de agua destilada). Para as bactérias foi utilizado o meio sélido de Tripic Soy Agar —
TSA (15g de tripticase, 5g de peptona, 59 de NaCl, 159 de agar para 1L de agua

destilada). As culturas foram mantidas sob refrigeracdo (8° C) para ensaios posteriores.

3.4. Selecéo das Linhagens

Inicialmente as culturas foram submetidas a uma pré-selecdo, empregando-se a
metodologia de Hanson et al. (1993), adaptada por Gomes (2004), para investigacdo do
potencial de degradacéo do petroleo e seus derivados. Para cada cultura foi utilizado um
frasco de Erlenmeyer de 250 ml contendo 49,5 ml de meio mineral Bushnell Haas (BH),
0,5ml de bleo diesel e trés blocos de gelose (8mm de didmetro) do micro-organismo,

além do controle bi6tico (meio BH, indculo e glicose) e controle abiodtico (meio BH e



32

oleo diesel). Apds 12 horas de aclimatacdo foi adicionado a cada frasco 0,02ml do
indicador redox-2,6- diclorofenol-indofenol (DCPIP), que atua como aceptor final de
elétrons. Se a cultura testada apresenta potencialidade em degradar a fonte oleosa,

ocorre a mudanca de coloracdo do meio de cultura de azul para incolor.

3.5. Teste de Antagonismo

O teste de antagonismo foi realizado segundo (BAUER et al. 1966), utilizando-se
placas de Petri contendo o meio Sabouraud para os fungos e TSA para as bactérias.
Cada micro-organismo foi repicado em forma de tapete com o auxilio de “swab”, ap6s
seu crescimento foram retirados blocos de gelose e transferidos para placas contendo
outro micro-organismo, 0s blocos foram posicionados de forma equidistante. Desse
modo, cada cultura foi colocada frente a outra, para observacdo da formacéo de halo de
inibicdo. As placas foram incubadas a uma temperatura de 30°C por 48 horas e a leitura
foi realizada a cada 24 horas, considerou-se como inibicdo qualquer tamanho de halo

produzido.

3.6. Teste das Culturas em Teores Crescentes da Fonte Oleosa

Nesta etapa, as linhagens selecionadas passaram por um periodo de adaptacdo ao
poluente, isoladamente e em consdrcio. A aclimatagdo foi realizada em frascos de
Erlenmeyer (500mL), contendo o meio mineral Bushnell-Haas-BH (1g de K;HPOy, 19
de KH,PO,4, 1g de NH4NOs;, 0,20g de MgSO,7H,0, 0,059 de FeCl; e 0,02g de
CaCl,.2H,0 para 1L de &gua destilada), 3 blocos de gelose (& 8mm) de cada cultura e
concentracdes crescentes de 6leo diesel (1%, 4%, 7% e 10%) como fonte de carbono,
totalizando um volume de 100mL. Inicialmente foi preparado um pré-indculo em forma
de tapete em placas de Petri, contendo meio de cultura apropriado e 1% Oleo diesel,
apos 48h foram retirados 3 blocos de gelose (@ 8mm) e transferidos para os frascos, que
foram mantidos em condicGes estaticas por 48h, sob temperatura de 30° C. Em seguida,
foram repicados em placas de Petri contendo meio de cultura especifico e 4% de 6leo
diesel e incubadas por 48h. Este procedimento foi repetido para cada transferéncia da
concentracdo do combustivel. A aclimatacdo € uma etapa de grande importancia no
processo de bioedegradacdo, pois culturas expostas previamente a um determinado

poluente apresentam maiores taxas de degradagéo.
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De cada concentracdo foram retiradas aliquotas para avaliacdo do pH e biomassa
pelo método de peso seco (g/L). Das concentracGes de 1%, 4% e 10% foram retiradas
amostras para avaliacdo da fitotoxicidade do material biodegradado seguindo o método
de Tiquia et al. (1996). A quantificacdo da degradacdo por analise cromatografica

(CG-MS), foi realizada nas concentragdes de 4% e 10%.

3.6.1. pH

As medicdes de pH durante os experimentos foram realizadas utilizando o
potencidmetro digital DIGIMED modelo DM-1.

3.6.2. Biomassa

A biomassa foi avaliada através do método de peso seco, obtido pela diferenca
entre o peso final e o peso inicial, ap6s filtrar 20mL do meio biodegradado. A amostra
foi centrifugada, lavada com detergente para retirada do 6leo, e em seguida filtrada em
bomba a vacuo. A massa de células foi pesada em membrana filtrante de porosidade (@)
0,22um e (&) 0,45um para bactérias e fungos, respectivamente, para avaliacdo do

crescimento microbiano por gravimetria (g/L).

3.6.3. Analise da Degradacéo dos Constituintes do Oleo Diesel

Ao final dos ensaios empregando as concentracdes de 4% e 10% de Oleo diesel foi
determinada a degradagdo do poluente por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM modelo SHIMADZU®), através do decaimento dos
picos de concentracdo dos constituintes do 6leo diesel em funcdo da degradacao.
Inicialmente, as fases aquosas e oleosas das amostras foram separadas por trés extracoes
consecutivas (liquido-liquido), com diclorometano em funis de separacéo e filtradas em
papel de filtro. Foi utilizado sulfato de sddio anidro para total retirada da dgua residual,
proveniente do processo de extracdo, e em seguida, as amostras foram injetadas no
cromatografo gasoso acoplado ao espectdmetro de massa (CG-EM).

Nesse ensaio o cromatografo foi ajustado para a temperatura de injecdo e de
interface de 290°C, utilizando uma coluna cromatografica OV-5 (5% difenil e 95%

dimetilpolisiloxano) de dimensdes 30 um x 0,25um. O volume injetado foi de 1puL com
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split de 1:98 e fluxo de gas hélio de 1 mL mim-1 e a temperatura programada para
variar linearmente de 40°C a cada 4 minutos, a 290°C por 8 minutos com taxa de
aquecimento de 4° C min-1. O espectrébmetro de massa com ionizacdo elétrica e
detector do tipo Multiplicador secundario de Elétrons (70 EV) operou com uma
temperatura da fonte de ions de 290°C e varredura de 35 a 500 m/z. A identificacdo dos
hidrocarbonetos alifaticos foi realizada por comparacdo dos espectros de massa dos

constituintes do querosene com os da Biblioteca de Compostos Wiley tm.

3.6.4. Teste de Fitotoxicidade

Para avaliagdo do efeito toxico do material biodegradado pelas linhagens
selecionadas, foram realizados ensaios de fitotoxicidade de acordo com a metodologia
de Tiquia et al. (1996). Nesses testes foram utilizadas sementes de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.), previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio e agua destilada. Dez
sementes foram distribuidas de forma equidistantes em placas de Petri forradas com
papel de filtro duplo esterilizados e impregnados com 5mL do liquido residual
biodegradado. Paralelamente, foram empregadas placas controle contendo 5mL de dgua
destilada esterilizada, além de uma placa contendo 5mL de 6leo diesel. Estes ensaios
foram realizados em triplicata, sob temperatura de 25° C por sete dias. Apds esse
periodo, foram avaliados os percentuais de germinacédo, crescimento da raiz e indice de

germinacao, de acordo com as equacgdes abaixo:

(Eq.1) Percentual de germinacéo (% G) = Média de sementes testes germinadas x 100

Média de sementes germinadas no controle

(Eq.2) Crescimento da raiz (% CR) = Média do crescimento da raiz das sementes x 100
Média do crescimento das raizes no controle

(Eq.3) indice de germinacéo (IG)= (Germinacio da semente) x (% Crescimento da raiz)
100

3.7. Selecé@o do Consorcio

O consorcio microbiano misto foi formado com base nos resultados obtidos durante

as aclimatacbes das culturas isoladamente. Em seguida, foi submetido a uma
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aclimatacdo e posteriormente usado como inoculo em ensaios de um planejamento

experimental.

3.8. Planejamento Experimental

Um planejamento fatorial completo 23, formado por 11 ensaios, incluindo 3
repeticdes no ponto central, tendo como variaveis independentes a quantidade de
indculo, a temperatura e a concentracdo de nitrato de aménio (NH;NO3) e como
variaveis respostas o percentual de degradagéo e o indice de germinacdo foi delineado.

Os valores das variaveis independentes foram estabelecidos com base em
ensaios preliminares realizados com as culturas isoladas, estes valores estdo
apresentados na Tabela 2. Foram utilizados frascos de Erlenmyer (250mL), contendo
meios BH modificados, em que as relacbes de C:N foram de 50:1, 100:1 e 150:1, blocos
de gelose/micro-organismos e a fonte oleosa. Os ensaios foram realizados durante oito
dias, de forma estatica. Ao final dos ensaios foram retiradas aliquotas para determinacéo
da biodegradacdo por analise cromatografica (CG-MS) e teste de fitotoxicidade. A
andlise estatistica dos resultados do delineamento experimental foi realizada usando o
software Statistica® 6.0.

Tabela 2. Niveis e valores das variaveis independentes utilizadas no planejamento fatorial completo 2°

Nivel
-1 0 +1
Variaveis
Inéculo (blocos- @ 8mm) 1 3 5
Temperatura 25°C 30°C 35°C
Fonte de nitrogénio (NH4sNO3), 1,6362¢g/L 2,4543 g/L 4,908g/L
(150:1) (100:1) (50:1)

Para efeito de célculo da relacdo C:N na amostra, considerou-se a massa total de
carbono determinada pela analise elementar do 6leo diesel metropolitano. A amostra
continha 85,9% de carbono; concentragdes inferiores a 0,3% de nitrogénio e 13,1%de
hidrogénio. A massa de nitrato de amonio a ser utilizada na composi¢cdo do meio de
cultivo que contém aproximadamente 35% de nitrogénio puro. Os ensaios foram
realizados com meio mineral BH complementado com 10% de 6leo diesel, no qual as

massas de nitrato de amonio utilizadas foram de 4,9086¢ para se obter uma relacédo C:N
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de 50:1; 2,4543g para a obtencéo da relacdo de 100:1 e 1,6362 g de nitrato de amonio

para a obtencdo de uma relacdo de 150:1 para 1 litro de BH.

~N o o A W ON P

9 (C)
10 (C)
11 (C)

Tabela 3. Delineamento composto central (DCC)

Temperatura
-1(25)
1(35)
-1(25)
1(35)
-1(25)
1(35)
-1(25)
1(35)
0 (30)
0 (30)
0 (30)

In6culo

-1 (1 bloco)
-1 (1 bloco)
1 (5 blocos)
1 (5 blocos)
-1 (1 bloco)
-1(1 bloco)
1(5 blocos)
1(5 blocos)
0 (3 blocos)
0 (3 blocos)
0 (3 blocos)

Fonte de N
-1 (150:1)
-1 (150:1)
-1(150:1)
-1(150:1)
1 (50:1)
1 (50:1)
1 (50:1)
1 (50:1)
0 (100:1)
0 (100:1)
0 (100:1)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecéo dos Micro-organismos

Dentre os 9 micro-organismos testados pela técnica do indicador redox 2,6
diclorofenol-indofenol em frascos, observou-se que quatro deles (Bacillus sp., L3, L24
e Penicillium aurantiogriseum) apresentaram 0s melhores resultados, 0s quais
promoveram a completa redugdo do indicador, em até 24 horas, como pode ser
observado na Tabela 4. Os frascos do controle abiotico mantiveram-se sem alteracdes
de coloragdo, como previsto.

Estes resultados foram semelhantes aos resultados obtidos por Silva (2012) que,
empregando a técnica do indicador DCPIP para investigar o potencial de bactérias e
fungos em degradar o Gleo diesel, selecionou duas bactérias e dois fungos por
promoverem a descoloracdo do meio de cultivo em até 24 horas e Melo (2011), que ao
empregar a mesma técnica em ensaios com petréleo, selecionou quatro bactérias e trés
fungos filamentosos. Cavalcanti (2012), em ensaio de investigacdo da potencialidade de
degradacédo de 6leo diesel por uma levedura, utilizando o mesmo indicador, observou

mudanca de coloracao apos 12 horas.

Tabela 4. Tempo de viragem do indicador DCPIP apds incubagédo.

LINHAGENS TEMPO DE VIRAGEM (horas)
Bacillus sp. 14h
Bacillus subtilis 239h
Bacillus mycoides 261h

Levedura L24 30 min

Levedura L3 19h
Levedura L1 305h
Penicillium aurantiogriseum 17h
Penicillium commune 66h

Fungo F9 160h
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Com base nos resultados obtidos do tempo de viragem do indicador, Bacillus
sp., L3, L24 e Penicillium aurantiogriseum foram selecionados para os testes seguintes,
juntamente com Bacillus subtilis e Penicillium commune. Enquanto Bacillus mycoides,

L1 e o fungo F9 foram desprezados para os testes posteriores.

4.2. Teste de Antagonismo

Como pode ser observado na Tabela 5, todos os micro-organismos foram
capazes de interagir entre si, com excecdo da levedura L3, que formou halo de inibigdo
(4mm de diametro) durante seu crescimento, quando colocada frente aos outros micro-
organismos estudados, indicando que esta cultura produz substéncias antimicrobianas.

Por este motivo, esta cultura foi desprezada para 0s ensaios posteriores.

Tabela 5. Teste de antagonismo entre as linhagens de micro-organismos

Linhagens Bacillus Bacillus Levedura Levedura Penicillium Penicillium
subtillis ~ SP- L3 L24 aurantiogriseum  commune
Bacillus NR - + - - -
subtillis
Bacillus sp - NR + - - -
Levedura L3 - - NR - - -
Levedura L24 - - + NR - -
Penicillium - - A - NR -
aurantiogriseum
Penicillium - - + - - NR
commune

(+) Com halos de inibicéo
(-) Sem halos de inibicdo
(NR) Nao realizado

4.3 Teste das Culturas em Teores Crescentes da Fonte Oleosa

4.3.1 Biomassa

Todos as culturas foram capazes de produzir biomassa em todas as
concentracdes testadas, sugerindo que 0s micro-organismos assimilaram constituintes
do oleo diesel, uma vez que este petroderivado era a unica fonte de carbono no meio de
cultura (Figura 1), com destaque para P. aurantiogrisesum que produziu

aproximadamente 1,6 g/L de biomassa, seguido do P. commune com 1,2 g/L, ambos em
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7% de fonte oleosa. Silva e Rondon (2013) em um estudo de biorremediacdo de
ambiente contaminado por 6leo diesel, entre outros contaminantes, constataram que o
fungo utilizado no experimento foi capaz de produzir biomassa nos 30 dias de
experimento, em ambiente poluido por este petroderivado.

De acordo com Passos et al. (2009) e Kataoka (2001), a biodegradacao ocorre de
forma mais eficaz quando o0s micro-organismos envolvidos neste processo Ssdo
submetidos previamente a uma fase de adaptacdo ao poluente, aumentando a taxa de
degradacéo e tolerancia ao mesmo.

Figura 1. Valores de biomassa obtidos apds ensaios de aclimatacéo

1,8

1,6
g 14 m Bacillus subtilis
% 1’? m Bacillus sp.
]
2 o8 mL24
g 0,6 B P. aurantiogriseum
@ 04 EP. commune

0.2

D -
1% 4% 7% 10%
Concentragoes de oleo diesel (%)
4.3.2 pH

Os valores de pH mantiveram-se na faixa entre 6,0 e 7,0, durante todo o ensaio,
apenas 0 meio com a levedura L24 mostrou-se levemente acido (Figura 2). De acordo
com Pereira Jr. (2009) e Leahy e Colwell (1990), a faixa de pH mais favoravel ao
crescimento da maioria dos micro-organismos envolvidos em processos — de
biodegradagéo situa-se entre 6.0 e 8.0, sendo os fungos mais tolerantes a condigdes
acidas. Segundo Rao (2005) e Aislabie et al. (2006) sugerem que a acidez pode ser
justificada pela producdo de acidos organicos e maior atividade microbiana, indicativos

indiretos da biodegradacéo.
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Figura 2. Valores de pH obtidos apds ensaios de aclimatagédo

\— M Bacillus subtilis
— mBacillus sp.
I mL24

B P. aurantiogriseum
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Concentragoes de oleo diesel (%)

4.3.3 Percentual de Degradacao do Oleo Diesel 4%

Na Figura 3 observa-se que todos os micro-organismos testados foram capazes
de degradar hidrocarbonetos alifaticos do 6leo diesel, na concentracdo de 4%. Dentre as
bactérias, Bacillus sp. apresentou os maiores percentuais de degradacdo com uma média
90%. Com relacdo aos fungos, a levedura L24 apresentou a maior taxa de degradacao,
aproximadamente 90%, seguido do P. commune, que apresentou percentuais de
degradacéo entre 60% e 80%, indicando que estes micro-organismos apresentam grande
potencialidade em degradar constituintes do 6leo diesel. De acordo com April et al.,
(2000) experimentos de degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, que
compdem o petroleo e seus derivados, tem demonstrado que os fungos degradam mais
facilmente os compostos alifaticos e com menor eficiéncia a fragdo aromatica, por ser a
fragdo mais recalcitrante. Resultados similares foram obtidos por Souza (2008), que
aclimatando fungos em 24% de 6leo diesel verificou uma reducdo de 70% a 80% para
os hidrocarbonetos alifaticos e Miranda (2007) utilizando leveduras em processos de
degradacdo de oleo diesel na concentracdo de 12%, obteve valores de degradacao entre
21,4% e 93%. Enguanto Deon et al. (2012), em ensaios de biorremediacao por bactérias
de solo contaminado com 10% Oleo diesel, obteve taxas de reducdo deste poluente,
entre 7% e 18%.
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Figura 3. Valores de degradacédo obtidos ap6s ensaios de aclimatacdo em 4% de 6leo diesel
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4.3.4 Percentual de Degradac&o do Oleo Diesel 10%

Nesta concentracdo do poluente, com excec¢do da bactéria Bacillus subtilis, todas
as culturas degradaram compostos alifaticos do 6leo diesel, como mostra a Figura 4.
Neste ensaio, novamente as linhagens que se destacaram por apresentarem 0s maiores
percentuais de degradacdo, foram a bactéria Bacillus sp. e a levedura L24, apresentando
taxas entre 70% e 100%. Melo (2011) investigando o potencial de degradacdo do
petroleo na concentracdo de 10%, por uma bactéria e um fungo filamentoso, observou
percentuais de degradacdo de 32,43% e 66,05% respectivamente. Villela et al. (2008)
em ensaios de biodegradacdo de 6leo diesel a 12%, utilizando uma bactéria, observou

taxas de degradacéo superiores a 70% para varios compostos deste poluente.

Figura 4. Valores de degradacdo obtidos ap0s ensaios de aclimatacdo em 10% de 6leo diesel
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4.3.5 Fitotoxicidade

Ao final dos ensaios de aclimatacdo nas concentracfes 1%, 4% e 10% de 6leo
diesel, foram realizados testes de fitotoxicidade, e estes revelaram indices de
germinacdo entre 60% e 100%, indicando que 0s micro-organismos além de serem
capazes de degradar o 6leo diesel, também reduziram sua toxicidade (Figura 5). Nas
concentragOes de 1% e 4%, os resultados demonstram que o fungo P. aurantiogriseum
reduziu a toxicidade do dleo diesel em 100%, bem como o fungo P. commune nas
concentracdes de 1% e 10% do 6leo diesel. Também foi observado que a levedura L24
apresentou indices de germinacao superiores a 90% nas trés concentracdes analisadas e
que a bactéria Bacillus sp. apresentou valores entre 70% e 100% . Estes resultados
foram semelhantes aos de Cruz (2009), que em ensaios de fitotoxicidade do material
residual de 6leo diesel e gasolina biodegradados por uma levedura, verificou indices de
germinacéo de 100%.

Maciel et al. (2010) analisando a fitotoxicidade do material residual proveniente
da degradacdo do querosene por uma espécie de Penicillium, também observaram
indices de germinacdo de 100%, indicando que este fungo reduziu significadamente a
toxicidade do querosene. Segundo Tiquia et al. (1996) quando o indice de germinacdo €
superior a 80%, é um indicio que a toxicidade do composto diminuiu

significativamente.

Figura 5. indices de germinac&o obtidos apds ensaios de aclimatacéo
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4.4 Selecé@o do Consorcio

Com base nos resultados de pH, biomassa, degradacgéo e fitotoxicidade, obtidos
durante ensaios de aclimatacdo com as culturas isoladas, trés micro-organismos foram
selecionados para a formacdo do consorcio misto: a bactéria Bacillus sp., a levedura
L24 e o fungo filamentoso Penicillium commune. Este consorcio foi submetido a uma
aclimatacdo e posteriormente usado como indculo de um planejamento experimental,
para a obtencdo das melhores condicGes nutricionais e fisico-quimicas a serem

empregadas em processos de biorremediacéo.

4.5. Teste do Consdrcio em teores Crescentes da Fonte Oleosa
4.5.1 Biomassa

Os resultados mostraram que 0 consorcio produziu biomassa mesmo com o
aumento das concentracfes de 6leo de até 7%. Na concentracdo de 10% de 6leo diesel
os valores de biomassa decresceram (Figura 6). Gomes (2004), Melo (2005) e Santos
(2009), trabalhando com petroderivados, utilizando consércios microbianos em frascos
agitados, observaram comportamento semelhante em relacdo ao perfil de biomassa.
Inicialmente ocorreu uma quantificacdo crescente e em seguida, essa quantificacdo
decresceu. Goldstein et al. (1985) atribuem o declinio de biomassa a formacgdo de
metabolitos toxicos, esgotamento de nutrientes ou a oxigenacdo superficial em frascos
deixou de ser eficaz. Cruz et al. (2010) sugerem que as oscilacdes nos valores de
biomassa em ensaios de degradacdo devem-se provavelmente a um periodo de
adaptacdo as condicGes adversas, jA que a fonte oleosa apresenta toxicidade e a

producdo de metabdlitos acidos.

Figura 6. Valores de biomassa do consdércio obtidos durante ensaio de aclimatagdo
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452 pH

A Figura 7 mostra que os valores de pH avaliados durante a aclimatacdo do
consorcio, mantiveram-se proximos a neutralidade, entre 6,0 e 7,0 ao longo de todo o
experimento. Mariano (2006), trabalhando com biorremediacdo de Oleo diesel,
utilizando bactérias e consércios bacterianos de culturas obtidas de solo e &gua

subterranea, observou que o pH manteve-se neutro em todos os tratamentos.

Figura 7. Valores de pH do consércio obtidos durante ensaio de aclimatacéo
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4.5.3 Percentual de Degradacio do Oleo Diesel a 4% e 10%

Na Figura 8 pode-se observar que 0s micro-organismos associados apresentaram
valores de degradacdo do Oleo diesel inferiores a 40%, em 4% do referido
petroderivado. E na concentragdo de 10%, ao final do experimento, 0s percentuais de
degradacéo foram inferiores a 20% (Figura 9), diferindo dos resultados de degradacéo
obtidos por estas culturas isoladas. Cruz (2012), obteve resultados semelhantes,
utilizando um consorcio misto em ensaios de degradacdo de querosene em
concentracdes de 4% e 10%, verificando percentuais de degradacdo inferiores a 5%.
Assim como, Arruda (2011) em ensaios de degradacdo de oleo diesel, utilizando
Penicillium commune, Aspergillus terreus e Cunninghamella echinulata observou que
estes interagiram no teste de antagonismo, porém quando utilizados em consércio diante
da fonte oleosa e em outras condi¢cdes de cultivo suas interacbes ndo foram téo

eficientes no processo de degradacdo. Estes resultados sugerem que houve uma possivel
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competicdo por nutrientes entre estes micro-organismos, reduzindo assim, o potencial

de degradacéo destas culturas, em consorcio.

Figura 8. Valores de degradacdo do consorcio obtidos durante ensaio de aclimatacdo em 4% de dleo
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Figura 9. Valores de degradacao do consorcio obtidos durante ensaio de aclimatagdo em 10% de 6leo
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4.5.4. Fitotoxicidade

Os resultados dos ensaios de fitotoxicidade apresentaram indices de germinacéao

superiores a 70% em todas as concentracgdes testadas, com destaque na concentracdo de

10% do oleo diesel, a qual o consoércio reduziu em aproximadamente 90% a toxicidade

deste petroderivado (Figura 10). De acordo com Melo (2004) os compostos presentes no

meio biodegradado sdo potenciais influenciadores do desenvolvimento das raizes,



portanto, no meio com concentracdo elevada de substancias fitotoxicas,

desenvolvimento é retardado ou mesmo inibido.

Figura 10. indices de germinacéo do consorcio obtidos durante ensaio de aclimatacéo
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4.6 Planejamento Experimental

4.6.1 Analises Cromatograéficas
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este

A Figura 11 revela os percentuais de degradagdo obtidos nos 11 ensaios do

planejamento experimental. Foi observado que ndo houve degradacdo dos

hidrocarbonetos do 6leo diesel na maioria dos ensaios, sugerindo que as condicbes

testadas ndo foram favordveis e que apenas o ensaio E5, seguido do ensaio E6

apresentaram valores de degradacdo mais significativos. Nestes dois ensaios foram

empregadas as relacfes de C:N de 50:1 e 1 bloco de gelose de cada micro-organismo,

indicando ser a melhor condicdo para a obtencdo de uma maior degradacdo deste

consorcio, ou seja uma maior concentracdo da fonte de nitrogénio e menor quantidade

de indculo.

Figura 11. Valores de degradacdo do consorcio obtidos durante o planejamento experimental
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4.6.2 Diagrama de Pareto

Observando as Figuras 12 e 13, pode-se confirmar que a quantidade do in6culo,
bem como a interacdo entre esta e a concentracdo de nitrogénio, foram as varidveis
independentes que exerceram influéncia estatisticamente significativa 95% (p=0,5). O
aumento do numero de blocos de gelose usado como indculo (ou seja, a concentracdo
celular) exerceu efeito negativo, porém a interacdo do inéculo com a fonte de nitrogénio
exerceu um efeito positivo sobre o percentual de degradacéo de 6leo diesel. Observou-
se também que a temperatura isoladamente e a interacdo desta com a concentracdo
celular ndo exerceram efeitos estatisticamente significativos sobre a biodegradacéo.
Segundo Barros-Neto et al. (1995) nem sempre todas as varidveis analisadas apresentam
influéncia significativa com relacdo as varidveis de resposta, desta forma é necessario
fazer uma triagem e descarte das varidveis ndo significativas visando a racionalizacédo
do experimento. Estes resultados estdo de acordo com Silva (2012) que, utilizando um
consércio misto em ensaios de degradacdo de 6leo diesel a 10%, observou que as
maiores taxas de degradacdo ocorreram no meio BH em que a relacdo de C:N era de
50:1 e Silva (2008) realizando ensaios de bioestimulo na degradacdo de 6leo diesel por
leveduras, também obteve os maiores percentuais de degradacdo quando foi empregada
a relacdo C:N de 50:1. Xia et al. (2006) e Maciel et al. (2013) ressaltam a importancia
da adicdo de nitrogénio ao crescimento microbiano e investigacdo das relagoes
nutricionais ideais para cada micro-organismo, estando estas relacionadas ao aumento

da degradacéo de hidrocarbonetos.

Figura 12. Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial 2°, tendo como varidvel de resposta a
degradacéo do 6leo diesel
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Figura 13. Gréfico de superficie de resposta: interagéo entre o inoculo e a fonte de N.
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4.6.3 Teste de Fitotoxicidade do Planejamento Experimental

Os resultados dos ensaios de fitotoxicidade do planejamento experimental
mostraram que o consoércio reduziu parcialmente a toxicidade do 6leo diesel em todas
as condicOes testadas, com destaque para o ensaio E1 que apresentou o maior indice
de germinacédo: 67,5% (Figura 14). Segundo Rivera-Cruz; Trijillo-Narcia (2004), a
inibicdo da germinacdo de sementes e a reducdo do crescimento vegetal séo
indicadores da toxicidade dos hidrocarbonetos. De acordo com Maranho et al. (2006)

e Bona et al. (2011), espécies vegetais expostas a poluicdo por petroderivados
apresentam alteracdes estruturais e funcionais durante o desenvolvimento.

Figura 14. indices de germinacao do consorcio obtidos durante planejamento experimental
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5. CONCLUSOES

Todos 0s micro-organismos testados isoladamente sdo capazes de degradar
constituintes do 6leo diesel e reduzir significadamente sua toxicidade nas
concentragdes ensaiadas;

Penicillium commune, Bacillus sp. e a levedura L24, apresentaram maior
potencialidade em degradar o 6leo diesel,

Foi observado que a quantidade de in6culo e a relagdo C:N sdo os fatores que
influenciam no processo de degradacdo do oOleo diesel pelo consércio. O
acréscimo da relacdo C:N é favoravel a este processo, enquanto 0 aumento da
guantidade de in6culo influencia negativamente a biodegradacao;

Bacillus sp., L24 e P. commune ndo produzem substancias toxicas e
apresentaram maiores indices de degradacdo do 6leo diesel isoladamente do que
em consorcio, mostrando-se promissores em processos de biorremediacdo de

ambientes poluidos por dleo diesel.
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