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RESUMO

A presente pesquisa avaliou o potencial microbiano de uma biopilha na
biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos, montada em
uma base de distribuicdo de combustiveis na regido metropolitana de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. Desta biopilha, foram avaliadas as concentra¢des dos
hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) e de compostos benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX), em nove pontos, durante guatro etapas de operacao
e em trés profundidades por ponto. De cada coleta, também foram reservadas
amostras de solo para realizagao das andlises microbioldgicas. A partir dessas
amostras, buscou-se identificar fungos e leveduras pela andlise de suas estruturas
reprodutivas em laminas de microcultivo, e bactérias pela técnica da Reacao em
Cadeira da Polimerase (PCR) e sequenciamento do gene que codifica 0 RNAr 16S.
Ainda, avaliou-se a capacidade dos microrganismos isolados em degradar 6leo
diesel comercial, utilizando o indicador redox 26-diclorofenol indofenol (DCPIP).
Como resultado deste estudo, observaram-se elevados percentuais de reducao
nas concentracoes de HTP e BTEX na biopilha, como 92 e 100%, respectivamente.
Das amostras de solo da biopilha, foram isoladas 101 cepas de microrganismos,
das quais foram identificadas 19 cepas de fungos filamentosos, 34 de bactérias
e1de levedura. Os resultados evidenciaram a capacidade de alguns géneros de
fungos, como Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium e Verticillium, e
bactérias, como Bacillus spp. e Streptormyces sp, em degradar hidrocarbonetos
constituintes do dleo diesel comercial.

Palavras-chave: combustiveis; solos contaminados; microrganismos;

biorremediacao.
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ABSTRACT

This research evaluated the microbial potential of a biopile in
bioremediation of soils contaminated by hydrocarbons, mounted on
a fuel distribution base in the metropolitan region of Porto Alegre,
Rio Grande do Sul. Of this biopile were evaluated concentrations
of total petroleum hydrocarbons (TPH) and benzene compounds,
toluene, ethylbenzene and xylenes (BTEX) at nine points, for four
stages of operation and a point in three depths. Of each collection
were also reserved sampled soil to perform the microbiological
testing. From the samples, we sought to identify fungi and yeasts
by analyzing their reproductive structures microcultivation blades,
and bacteria by the technique of Polymerase Reaction Chair (PCR)
and gene sequencing encoding the 16S rRNA. Still, we evaluated the
ability of microorganisms to degrade commercial diesel oil, using the
redox indicator 26-dichlorophenol indophenol (DCPIP). As result of
this study, there was a high percentage reduction in the concentration
of TPH and BTEX in biopilha as 92 and 100%, respectively. Of solil
samples were isolated from biopilha 101 strains of microorganisms, of
which 19 were identified strains of filamentous fungi and 34 bacterial
yeast. The results showed the ability of some genera of fungi such as
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium and Verticillium
and bacteria such as Bacillus spp. and Streptomyces sp. to degrade
hydrocarbons constituents of commercial diesel oil.
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INTRODUCAO

A contaminagido do ambiente por hidrocarbonetos de petroleo consiste em
uma grande preocupagio para a saide humana e para a qualidade ambien-
tal em todo o mundo, tendo em vista os efeitos carcinogénicos, mutagéni-
cos, neurotoxicos e imunotoéxicos dos produtos de petrdleo compostos por
uma mistura complexa de milhares de substancias quimicas (VARJANI &
UPASANI, 2016; MARCHAND et al., 2017). Para atenuar essa problemdtica,
causada principalmente por vazamentos de combustiveis, tém sido realizadas
intimeras pesquisas de remediagao de sitios contaminados por hidrocarbo-
netos, com destaque para as técnicas de biorremediagao, por serem conside-
radas mais seguras, menos onerosas e menos agressivas ao meio ambiente
(MARCHAL et al., 2003; MARIANO et al., 2008; BESKOSKI et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2015; BALDAN et al., 2015; PACWA-PLOCINICZAK;
PLAZA; PIOTROWSKA-SEGET, 2016).

A biorremediagdo ¢ uma tecnologia empregada para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos capazes de modifi-
car ou decompor poluentes-alvo, transformando-os em produtos menos
complexos (GOMEZ & SARTAJ, 2014). A biorremediagao pode ocorrer
de forma intrinseca ou natural, isto é, sem qualquer interferéncia de
tecnologias ativas de remediagdo, mas também pode ser bioestimulada
com a adi¢do de nutrientes, oxigénio e surfactantes, ou ainda pode ser
bioampliada com a inoculagdo de consércios microbianos enriqueci-
dos (BENTO et al., 2003; AGNELLO et al., 2016).

Nesse contexto, a biorremediago por biopilhas, também conhecidas como
biocélulas, biomontes ou pilhas de compostagem, consiste em um amontoar
de solos contaminados em pilhas, em que se estimula a atividade microbiana
aerdbia, inclusive aquela ja presente no solo contaminado (MARCHAL et al.,
2003), com o fornecimento de oxigénio, umidade, nutrientes e/ou consoércios
microbianos para degradar os compostos de petréleo (BALDAN et al., 2015).
Tais condi¢des tornam o sistema de biopilha confiavel para reduzir a con-
centragio de compostos derivados de petréleo de solos escavados (GOMEZ
& SARTAJ, 2014), sendo largamente utilizadas na América do Norte, e em
outras regides do mundo, para reabilitagio de diferentes sitios impactados
por hidrocarbonetos de petroleo (BALDAN et al., 2015).

Ante o exposto, este artigo objetivou avaliar a efetividade de uma
biopilha na biorremediagdo de solos contaminados por hidrocarbo-
netos, bem como isolar, selecionar e identificar diferentes grupos de
microrganismos presentes no sistema estudado, a fim de verificar sua

capacidade de degradacédo de dleo diesel comercial.

METODOLOGIA

Origem dos solos contaminados
para montagem da biopilha estatica
A biopilha analisada, de 600 m?, foi montada em uma distribuidora de

produtos de petroleo na regiao metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande
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do Sul, com solos contaminados removidos de diferentes postos de com-
bustiveis do Estado. As detec¢des de contaminagdo foram realizadas
durante as substitui¢oes dos tanques de combustiveis, por meio da ava-
liagdo da concentragdo dos compostos orgénicos volateis (COV), com
um monitor portatil de gases modelo Gastech Innova SV. Para tanto, se
utilizou a metodologia Head Space, sendo removidos para tratamento os

solos com concentragdes superiores a 500 ppm.

Coleta das amostras de solo e monitoramento

dos contaminantes derivados de petrdleo

Asamostras de solo para monitoramento dos contaminantes foram coletadas
no inicio da operagdo da biopilha, denominado tempo zero, e apds 30, 80
e 130 dias de operagdo, em 9 pontos do sistema e em 3 profundidades, 50,
95 e 140 cm. A cada profundidade, as por¢des de solo dos 9 pontos foram
homogeneizadas e enviadas alaboratério credenciado na Fundagéo Estadual
de Prote¢dao Ambiental Henrique Luiz Roessler (FEPAM), Rio Grande do
Sul, onde foram analisadas as concentracdes de hidrocarbonetos totais de
petroleo (HTP) e dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos
(BTEX), respectivamente, pelos métodos USEPA 8015D e USEPA 5021A/
USEPA 8021B. Com excegio do tempo zero, as amostras de solo para ensaios
microbiolégicos foram coletadas nas mesmas condigdes, porém foram

acondicionadas em frascos de 100 g previamente esterilizados.

Isolamento, selecao e identificacao
de microrganismos da biopilha
As andlises microbioldgicas foram realizadas separadamente para cada
etapa de operacao e profundidade amostrada na biopilha. De cada amos-
tra, foram dissolvidas aliquotas de 10 g de solo em 90 mL de d4gua peptona
a 0,1% para a obtencdo da suspensdo inicial. A partir dessa suspensao,
foram preparadas dilui¢des sucessivas até 10°. Foi feito plaqueamento de
cada dilui¢do em trés meios de cultura, com a transferéncia de 100 pL
das suspensoes as placas de Petri, segundo a técnica de espalhamento em
superficie descrita por Antunes (1995), a qual foi realizada em triplicata.
Os meios de cultura utilizados para crescimento microbiano foram:
agar nutriente (Difco) em pH 6,8 para o cultivo de bactérias, permane-
cendo as placas incubadas por 7 dias em estufa bacterioldgica a 35°C; agar
Sabouraud (Difco) acidificado para pH 4,5 com HCI 1M, além da adi¢ao
de 80 mg.L"! de cloranfenicol para o cultivo de fungos e leveduras, perma-
necendo as placas incubadas a temperatura controlada de 25°C por 15 dias;
e agar amido caseina (ACA; Difco), pH 7,0 para o cultivo de actinomicetos,

sendo as placas incubadas por duas semanas em estufa bacteriologica a 35°C.

Identificacao fungica

A técnica de microcultivo elaborada por Riddel e descrita por Holt, Williams
e Sharpe (1989) foi utilizada para a identificagdo das colonias filamento-
sas. Apds periodo de crescimento vegetativo e esporulagdo, cada lami-

nula foi observada a fim de comparar as caracteristicas microscopicas e as
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estruturas reprodutivas das colonias de acordo com chaves de identificagao
(BARNETT & HUNTER, 1998; VIDOTTO, 2004; QUADROS et al., 2009).

Identificacdo molecular bacteriana

A extragdo do DNA gendmico das bactérias submetidas a identificagdo
molecular foi realizada segundo o protocolo de Soumet et al. (1994) citado
por Freschi, Carvalho e Oliveira (2005), com adaptagées. Os microrga-
nismos isolados foram inoculados em Caldo BHI e incubados a 37°C por
24 h. Apos esse periodo, 1,5 mL do caldo foram centrifugados a 13.000
g por 3 min. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets ressuspen-
didos em 100 pL de dgua MiliQ, incubados a 95°C por 10 min e centri-
fugados. O sobrenadante foi transferido para microtubo e armazenado a

-5°C. O DNA extraido foi quantificado usando o Kit Nano Drop 2000 C.

Oligonucleotideos iniciadores

As amostras de DNA foram submetidas a amplificagdo do DNAr
16S usando os oligonucleotideos iniciadores universais, 968 R
(53-AACGCGAAGAACCTTAC-3)e 1401 F(5-CGGTGTGTACAAGACCC-3),
os mesmos utilizados por Felske et al. (1998) citado por Cébron et al. (2008)
para quantificar sequéncias de nucleotideos em comunidades bacterianas

complexas obtidas a partir de amostras de solo.

Amplificacao do fragmento DNAr 16S

A amplificagdo do DNATr 168 foi realizada com base na metodologia des-
crita por Vasconcellos et al. (2009), com adaptagdes. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada em 25 pL, contendo 2,5 uL de tampao de
reago (1x), suplementado com 1,5 pL de MgCl2 (1.5 mM), 2,5 uL de INTP
(0.2mM), 1 pL de cada primer (0.4 pM), 0,2 L de Taq polimerase (1 U) e 1 pL
de DNA (100 ng.uL*). Apos desnaturagio inicial de 5 min a 95°C, as reagdes
foram submetidas a 35 ciclos de amplifica¢do, sendo 1 min de desnaturagio
a95°C, seguido de 1 min de anelamento a 55°C, 1 min de extensdo a 72°C, e
extensdo final a 72°C por 5 min. Os produtos amplificados foram analisados

em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo (3 pL.60 mL™ de gel).

Purificacao e verificacao das sequéncias de nucleotideos
Para purificagdo do DNA foi utilizado o kit de extragdo Ludwig Biotec
EZ-10, conforme instrugdes do fabricante. O DNA purificado foi quanti-
ficado usando o kit Nano Drop 2000 C e armazenado em freezer a -5°C.
As amostras obtidas foram enviadas para sequenciamento na empresa
ACT Gene Anilises Moleculares Ltda., utilizando o equipamento ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer.

A verificagio das sequéncias de nucleotideos dos fragmentos de
DNAr amplificados foi realizada através do software Sequence Scanner
v 1.0. A partir desse software, foram selecionadas sequéncias com alta
pureza de bases para comparagdo com os dados Genbank da ferra-
menta BLAST (Basic Local Alignment Search), como descreve Zhang

et al. (2011). A identificagdo das bactérias foi realizada pela comparagdo
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da sequéncia de nucleotideos selecionada com aquelas cadastradas no
banco de dados do aplicativo, considerando percentuais superiores a
99% de cobertura da consulta e 100% de similitude entre as sequén-

cias, bem como E-value igual a 0, o que torna a consulta mais confiavel.

Avaliacdo do potencial de biodegradacao

do dleo diesel pelos microrganismos isolados

Para avaliar a capacidade de biodegradagéo, as cepas isoladas da biopi-
lha foram submetidas & padronizagio, sendo os inéculos microbianos
preparados em 5 mL de solugdo salina estéril a 0,85% (8,5 g.L'! NaCl).
A concentragido do indculo foi padronizada comparando sua turbidez
com o padréo 0,5 da escala de McFarland em espectrofotometro de
luz UV-vis (Quimis, modelo Q-798-U), sob absorbancia de 580 nm.
Essa turvagao é semelhante a padronizada para o antibiograma, e o
resultado da absorbéncia deve estar entre 0,08 e 0,10, o que equivale
a 1,5x10% UFC.mL". A soluc¢do equivalente ao padrio 0,5 da escala de
McFarland foi preparada com 0,05 mL de BaCl2 em 9,95 mL de H,SO,,
ambos a concentracio de 1% (USPC, 1990; NCCLS, 2002).

A avaliagdo do potencial de biodegradagdo de hidrocarbonetos foi
realizada em duplicata, com base na metodologia descrita por Hanson,
Desai e Desai (1993), que consiste na utilizacao do indicador redox
2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) em meio mineral Bushnell-Haas
(BH) contendo (g.L*): MgSO,.7H,0: 0,2; CaClz.ZHZO: 0,02; KH,PO,;:
1,0; K,HPO,: 1,0; NH,NO,: 1.0; FeCl,: 0.05; com um derivado de petro-
leo em microplaca, onde a degradagdo do poluente ¢ entendida quando
ocorre a mudanga de cor do indicador de azul para incolor, no meio de
cultivo. No entanto, a metodologia original foi adaptada, em vez de se
utilizar multipogos e cultivo estatico, os experimentos foram realiza-
dos em tubos de ensaio incubados em mesa agitadora. A fonte de car-
bono utilizada foi 6leo diesel comercial. Combustiveis como a gasolina
poderiam mascarar a interpretagdo dos resultados em fungédo da vola-
tilizagdo de seus compostos.

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio contendo
5 mL de meio de cultivo BH, 125 uL do indicador redox DCPIP
(0,12 mg.mL"), 53 uL de 6leo diesel e 150 pL de suspensdo micro-
biana padronizada em 1,5x10® UFC.mL"". Foram preparados dois
tubos como controles abidticos e bidticos, ou seja, um controle nega-
tivo contendo 150 puL de agua estéril, em substitui¢do a suspensdo
microbiana e outro positivo, com o consoércio de microrganismos,
porém sem Oleo diesel. O meio de cultivo foi esterilizado em auto-
clave a 121°C e 1 atm por 15 min, sem a fonte de carbono, sendo o
oleo diesel acrescentado ao meio de cultivo ap6s filtragem em mem-
brana de 0,45 pm. Os tubos de ensaio com rosca foram tampados e
mantidos a 30°C em mesa agitadora a 200 rpm, sendo observados a
cada 12 horas, ndo transpassando o tempo total avaliado de 96 horas.
A positividade do teste foi observada por meio da alteragdo da colo-

ra¢do do meio, de azul para incolor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Degradacao de hidrocarbonetos totais de

petrdleo e compostos benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos na biopilha

A avaliagdo da redugdo dos HTP pela biopilha foi realizada com base
no somatorio das fragdes Gasoline Range Organic (GRO), Diesel Range
Organic (DRO) e Oil Range Organic (ORO). Os resultados apresentados
na Figura 1 correspondem a média dos nove pontos de amostragem da
biopilha, com valores maximos e minimos, e para cada ponto foram
homogeneizadas por¢oes de solo das profundidades de 50 a 140 cm.

De acordo com a curva de redugao da concentragio de HTP, per-
cebe-se a existéncia de trés etapas de degradagao durante o tratamento.
Uma delas é observada nos primeiros 30 dias de operagdo com a redugio
da concentragdo média de HTP de 9.833 mg.kg™" para 2.907,83 mg.kg!,
ou seja, pouco mais de 70%. Nesta etapa, foi evidenciada a maior taxa
de degradagdo, equivalente a 230,84 mg.kg'.dia. Ja a segunda etapa
de degradagio foi observada entre 30 e 80 dias de operagdo, e a redugdo da
concentragao média de HTP foi de 2.907,83 mg.kg" para 468,73 mgkg?,
ou seja, redugio de 83,88%, a taxa de degradagdo de 2.439,10 mgkg' em
50 dias (48,78 mg.kg'.dia"). As redugdes significativas verificadas nas
duas primeiras etapas podem ser atribuidas, principalmente, a dois fato-
res: a decomposicao de compostos de cadeia molecular mais simples e,
consequentemente, mais facilmente biodegradaveis, e também ao maior
potencial de volatilizagdo desses compostos (WANG et al., 2016).

Ao final da operagido da biopilha, foi observada uma queda nas
taxas de biodegradagao, inclusive com a elevagdo da concentragdo
média de HTP de 329,69 mg.kg' em relagao & amostragem anterior.
Apesar desse aumento, os valores finais se enquadram nos intervalos
de desvio padrao correspondentes as concentra¢des dos diferentes pon-
tos de andlise. Essa pequena elevagdo na concentragao de HTP apds
0 80° dia de tratamento pode estar associada a heterogeneidade dos
solos contaminados, bem como do préprio processo de degradagao,

haja vista a presencga de grandes cadeias moleculares na composi¢ao

Concentracdo HTP (mgkg"

Dias de operacao

HTP: hidrocarbonetos totais de petroleo.

Figura 1 - Reducao média da concentracao de hidrocarbonetos totais
de petroleo pela biopilha composta por solos contaminados com
combustiveis de postos de revenda do Rio Grande do Sul.
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dos HTP que ao serem quebradas podem originar novos compostos
(VARJANI & UPASINTI, 2016).

Apos 130 dias de operagio da biopilha, a concentracdo média de HTP
nos solos foi de 798,42 mg.kg", bem abaixo do valor de alerta (limite de
2.525 mgkg"') estipulado na Lista Holandesa para solos com teor de 25%
de argila e 10% de matéria organica, como os solos desta pesquisa. A redu-
¢a0 da concentragao média de HTP, em relagdo a concentragio inicial, foi
de aproximadamente 92%, minimizando os riscos a saide humana e ao
meio ambiente, como bem informa a Lista Holandesa desenvolvida pelo
Ministério de Planejamento Territorial e Meio Ambiente da Holanda (CETESB,
2004). Ressalta-se que esse pardmetro ndo é contemplado pela Resolugio
CONAMA n° 420/2009 e por isso adotou-se a Lista Holandesa de 1999.

As maiores taxas de biodegradabilidade e eficiéncia evidenciadas
nos primeiros 80 dias de tratamento provavelmente estdo relacionadas
a degradacdo e volatilizagio do HTP-GRO (C,-C, ) seguidas do HTP-
DRO (C,-C,). Tal fato ¢ explicado por Wang et al. (2016) e Marchal
et al. (2003) ao descreverem que os compostos com cadeias moleculares
mais simples sdo preferencialmente biodegradados e apresentam maior
volatilizagdo. Logo, as cadeias moleculares mais complexas do éleo die-
sel e, principalmente, de dleos lubrificantes, representativas do HTP-
ORO (>C,-C,)), sdo menos voldteis e biodegradaveis.

Outras razdes poderiam explicar a queda na taxa de biodegradagao evi-
denciada entre 80 e 130 dias de operagdo. Uma delas pode estar associada a
baixa capacidade que os microrganismos apresentam de atuarem diretamente
sobre poluentes adsorvidos no solo, como o caso dos hidrocarbonetos de
elevado peso molecular, que muitas vezes se ligam fortemente a substéncias
htimicas e a minerais argilosos (LOSER et al., 1999). A formagao de subpro-
dutos complexos originados pela agao de grupos especificos de microrga-
nismos sobre os hidrocarbonetos também pode contribuir com a inibi¢do
da atividade de outros microrganismos presentes no solo contaminado.

Beskoski et al. (2011), trabalhando com uma biopilha dindmica de apro-
ximadamente 600 m* de material, também observaram que a degradagao
de HTP foi mais rpida durante os primeiros 50 dias de operagéo, passando,
em seguida, a ocorrer de forma mais lenta. Segundo os autores, embora a
degradagdo nao tenha sido claramente linear durante todo o processo, as
concentragdes de HTP apresentaram redugdo de 3.100 mg.kg* durante os
primeiros 50 dias, 800 mg kg entre 50 e 100 dias, e 1.000 mg kg entre 100
€ 150 dias. Esses autores observaram um aumento na populagio microbiana
durante os primeiros 50 dias a0 mesmo tempo em que a concentrago de
hidrocarbonetos diminuiu. Comportamento muito similar a esse relato foi
observado na presente pesquisa, mesmo com aplicacio de biopilha estatica.

Os resultados de degradagdo média dos compostos BTEX pela bio-
pilha, nos mesmos pontos de amostragem das andlises de HTP, estdo
apresentados na Figura 2.

Conforme a Figura 2, as concentragdes dos compostos BTEX, durante
a montagem do sistema, se encontravam bem abaixo dos Valores de

Intervengao (VI) para tolueno, etilbenzeno e xilenos, segundo a Resolugio
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CONAMA n° 420/2009, tendo como referéncia dreas residenciais, uma
vez que os solos foram removidos de postos localizados em 4reas urbanas.
Em fungdo de sua maior toxicidade e solubilidade comparada aos demais
compostos citados, o benzeno apresenta concentragdo mais restritiva.
Com relagido aos Valores de Prevencdo (VP) dessa mesma Resolucio, as
concentragdes obtidas no solo bruto foram superiores para o benzeno e
para os isomeros do xileno. No entanto, logo apds 30 dias de operagao da
biopilha, as concentragdes dos compostos BTEX, indicadores principal-
mente de vazamentos de gasolina, se encontravam abaixo de 0,005 mg.kg™.

A redugdo apresentada na Figura 2 representa, respectivamente,
eficiéncia de degradagao de 96; 87,50; 97,33 e 98,59% para o benzeno,
tolueno, etilbenzeno e isdbmeros do xileno nos primeiros 30 dias de
operagdo. Apds 80 dias de tratamento, os compostos BTEX ndo foram
mais detectados, representando, ao final do periodo de tratamento, uma
eficiéncia de 100%. A eliminacdo desses compostos é extremamente

importante em fung¢do de sua alta solubilidade em agua.

Selecao, isolamento e identificacao
de microrganismos da biopilha
A partir das amostras de solo da biopilha, foram selecionadas e isoladas 101
colonias com diferentes caracteristicas macroscopicas entre si, de maior repre-
sentatividade e predominancia. Segundo Orphan et al. (2000), somente 1%
dos microrganismos presentes no ambiente sdo cultivaveis, isto ¢, podem ser
recuperados em condi¢des de laboratério. Portanto, esses isolados represen-
tam uma pequena parcela da microbiota presente nos solos em tratamento.
As caracteristicas macro e microscdpicas e as estruturas reprodutivas
de cada cultura filamentosa, isoladas em 4gar Sabouraud, foram compara-
das com as descritas por Barnett e Hunter (1998), Vidotto (2004) e Quadros
et al. (2009). Com essa técnica foi possivel identificar o género de 19 fungos
filamentosos, apresentados na Tabela 1, e de umalevedura identificada como
Candida sp., conforme profundidade e periodo de amostragem.
Como apresentado na Tabela 1, entre os fungos filamentosos isolados,
verificou-se a predominancia de quatro colonias do género Trichoderma,
seguidas de trés diferentes colonias de Aspergillus, Microsporum e

Penicillium, assim como duas coldnias de Cladosporium e Cephalosporium,
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Figura 2 - Reducao da concentracdo de compostos benzeno, tolueno,
e xilenos (BTEX) pela biopilha composta por solos contaminados com
combustiveis de postos de revenda do Rio Grande do Sul.
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e uma de Diplosporium e outra de Verticillium. Os resultados obtidos
neste trabalho confirmam os relatos de outros autores como Gadd (2001)
e Chaillan et al. (2004) quando descrevem que os fungos filamentosos
apresentam maior capacidade de degradagdo de compostos mais recal-
citrantes, uma vez que grande parte deles foi isolada de amostras cole-
tadas nas zonas mais profundas e ao final do processo de tratamento.
Tal fato pode ser facilmente constatado na Tabela 1, pela maior ocorrén-
cia e diversidade de géneros de fungos logo apds a degradagao daqueles
compostos de baixo peso molecular, como é o caso dos compostos BTEX
e HTP da série GRO, que compdem a gasolina e que sdo, segundo Gadd
(2001), preferencialmente degradados por bactérias.

Apesar de o género Diplosporium nao ser citado por Vidotto (2004),
o autor relata que os demais géneros identificados neste estudo podem
ser facilmente encontrados no ambiente, principalmente no ar e no solo,
e muitos deles apresentam potencial patogénico, podendo causar inu-
meras doengas nos seres humanos.

Quanto a identificagdo molecular das bactérias, das 80 cepas isola-
das em 4gar nutriente e amido caseina, 60 tiveram seu DNA extraido e
o DNAr 16S amplificado, tendo sido possivel amplificar o DNAr 16S de
49, os quais, apds a etapa de purificagdo, foram submetidos 4 sequen-
ciamento automatizado. Como resultado do sequenciamento e com-
paragido com os dados Genbank da ferramenta BLAST, foram iden-
tificadas 35 cepas. Segundo Souza e Lifschitz (2007), essa ferramenta
procura identificar a completa semelhanga entre a sequéncia de con-
sulta e as sequéncias do banco de dados, estendendo o subconjunto de

bases em ambas as dire¢oes a fim de ampliar a regido de similaridade.

Tabela1- Colbnias de fungos filamentosos isolados e identificados nos solos
da biopilha em diferentes profundidades e periodo de operacdo do sistema.

Numero de colbnias isoladas

Profundidade

Género de fungos
filamentosos
identificados

(cm) em que as

colénias foram

em funcgao do periodo de
operacao da biopilha (dias)

isoladas

50 1
Aspergillus sp.

140 2
Cephalosporium sp. 95 2

50 1
Cladosporium sp.

140 1
Diplosporium sp. 95 1

95 2
Microsporum sp.

140 1

50 1
Penicillium sp. 95 1

140 1

50 2
Trichoderma sp.

140 2
Verticillium sp. 50 1
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A relagdo das coldnias de bactérias isoladas e identificadas esta
apresentada na Tabela 2, assim como sua distribui¢do em profundi-
dade na biopilha e no periodo de amostragem em que foram isoladas.

Conforme a Tabela 2, as 35 cepas identificadas sdo pertencentes a dois
géneros, Bacillus e Streptomyces, sendo evidente a predominancia do género
Bacillus com diferentes espécies, como: B. subtilis; B. pumilus; B. cereus;
B. licheniformis; B. amyloliquefaciens e B. simplex. Contudo, nio foi possivel
identificar claramente as espécies das demais cepas de Bacillus em fungdo da
compatibilidade das sequéncias entre mais de uma espécie. Tal fato pode ser
explicado pelo provavel rompimento das fitas do DNAr durante as etapas
de extra¢do e/ou manuseio para amplificacdo e purificagio. Isso pode acar-
retar uma redugio na pureza das bases e, consequentemente, no fragmento
de DNATr aproveitavel. Assim, com uma sequéncia de nucleotideos menor,
ha maior probabilidade de o fragmento selecionado ser compativel com a
sequéncia de outras espécies cadastradas no banco de dados da ferramenta
BLAST. Dessa forma, as espécies que apresentaram altos percentuais de com-
patibilidade de bases entre si foram: B. cereus e B. thuringiensis; B. cereus e
B. anthracis; B. vallismortis e B. subtilis; B. subtilis e B. licheniformis; B. subtilis
e B. amyloliquefaciens; B. flexus e B. megaterium e; B. pumilus e B. safensis.

Como apresentado na Tabela 2, a maior concentragao e diversi-

dade de colonias de bactérias foram isoladas no 30° dia de operagido

da biopilha, periodo em que se evidenciou maior redugdo na concen-
tracdo de HTP e compostos BTEX, caracteristicos de cadeias menos
complexas. Esses resultados condizem com o disposto por Gadd (2001)
e Chaillan et al. (2004), em que as bactérias possuem maior atividade
sobre os hidrocarbonetos de menor peso molecular. Entre 80 e 130 dias
de operagdo, quando a matéria organica ja ndo era mais abundante,
observou-se uma redugéo significativa na diversidade de bactérias.
A Tabela 2 ainda permite ressaltar algumas observagdes em relagdo a
distribuicdo das culturas, uma vez que as colonias de B. licheniformis foram
obtidas nas maiores profundidades e nas etapas finais do tratamento, o
que pode indicar que a espécie degrada preferencialmente compostos mais
complexos, caracteristicos dos cendrios em que foram isoladas, além de
que, segundo El-Sheshtawy et al. (2016), sdo produtoras de biossurfac-
tantes, o que facilita a degradagio de fragoes mais complexas de petrdleo.
As espécies B. pumilus e B. simplex apresentaram comportamento inverso
a B. licheniformis, pois foram isoladas sempre na menor profundidade de
coleta e nas etapas iniciais do tratamento, enquanto a B. subtilis foi encon-
trada em todas as profundidades da biopilha e etapas do tratamento.
Isso pode indicar alta resisténcia da espécie B. subtilis a hidrocarbonetos.
A predominéncia de Bacillus spp. sugere sua grande adaptagio aambien-

tes contaminados em fungéo do seu excelente potencial de biodegradagao

Tabela 2 - Coldnias de bactérias isoladas e identificadas nos solos da biopilha em diferentes profundidades e periodo de operacao do sistema.

Profundidade (cm) em

Numero de colbnias isoladas conforme
periodo de operacao da biopilha (dias)

CHraE B que foram isoladas
— % [ o [
50 4 ] .
Bacillus sp. 95 1 - -
140 1
50 1 1 -
Bacillus cereus ou thuringiensis
95 1 -
Bacillus cereus ou anthracis 50 1 -
Streptormyces sp. 50 1 -
50 2 1 -
Bacillus subtilis 95 1
140 1
Bacillus pumilus 50 3
Bacillus vallismortis ou subtilis 140 1
Bacillus cereus 50 1 1
Bacillus subtilis ou licheniformis 95 1
95 2
Bacillus licheniformis
140 1 1
Bacillus subtilis ou amyloliquefaciens 95 1 1
Bacillus amyloliquefaciens 50 1
Bacillus flexus ou megaterium 50 1
Bacillus simplex 50 1
Bacillus pumilus ou safensis 50 2
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de hidrocarbonetos, destacado por Toledo et al. (2006), principalmente
apos a ocorréncia de outras linhagens que iniciam a biodegradagao dos
compostos. Vasconcellos ef al. (2009) descrevem outra suposta explicagio
para a predominancia do género Bacillus nos meios de cultivo. Os autores
evidenciaram que essas culturas apresentam halos de crescimento sobre o
consorcio microbiano aerébio, principalmente a espécie B. pumilus, com
halos de cercade 1 cm, seguida da B. megaterium com halos pouco menores,
que muitas vezes impedem ou dificultam o crescimento de outras espécies.

A colonia de actinomicetos identificada como Streptomyces sp. foi encon-
trada na menor profundidade avaliada, no 80° dia de operagao do sistema,
periodo em que foi constatado crescimento no nimero de colonias de fun-
gos, atribuido em razdo das caracteristicas do substrato disponivel. Segundo
Suutari et al. (2002), esse género de actinomicetos é caracteristico de solos e
apresenta excelente potencial competidor, visto sua habilidade em produ-
zir compostos que controlam o crescimento de outras bactérias e fungos.
Essa propriedade do género Streptomyces, somada a presenga de compostos
mais refratarios, pode ter contribuido para a redugdo do numero de bacté-
rias evidenciado justamente nessa etapa. Chaillan et al. (2004) observaram
que os actinomicetos, assim como os fungos, foram capazes de degradar
alcanos mais complexos de elevado peso molecular na etapa final do pro-
cesso, 0 que explicaria a ocorréncia Streptomyces sp. na etapa intermedidria

do processo, quando se iniciava uma etapa de maior restri¢ao de substrato.

Avaliacao do potencial de biodegradacao
do dleo diesel pelos microrganismos isolados
O teste de biodegradagio do 6leo diesel foi realizado a fim de avaliar a
capacidade das cepas em biodegradar a principal fonte de contamina-
¢do dos solos tratados neste trabalho. Para tanto, foi utilizado o indica-
dor redox DCPIP em meio BH. De acordo com Hanson, Desai e Desai
(1993), esse teste esta fundamentado pelo principio de que, durante a
oxidagdo dos hidrocarbonetos pelos microrganismos, os elétrons sao
transferidos até receptores como oxigénio, nitrato e sulfato. No momento
que se tem a incorporagao de um receptor de elétron como o DCPIP
ao meio de cultura, é possivel averiguar a capacidade dos microrganis-
mos em utilizar hidrocarbonetos como substrato pela observagao da
mudanga de cor do corante de azul (oxidado) para incolor (reduzido).
Portanto, como os indculos sao adicionados em concentragdes iguais, a
habilidade relativa das diferentes culturas pode ser avaliada dependendo
do tempo desprendido para a mudanga de cor do indicador redox, no
meio de cultivo (HANSON; DESAL DESALI 1993). Varjani e Upasani
(2016) utilizaram o indicador redox DCPIP para avaliar o potencial
dalinhagem Pseudomonas aeuriginosa NCIM 5514 na biodegradagao
de petrdleo bruto, tendo obtido resultados positivos com o método.
Os resultados dos testes de biodegradagio do dleo diesel comer-
cial por fungos e bactérias estao apresentados, respectivamente, nas
Tabelas 3 e 4, em que a letra inicial se refere ao meio de cultivo, seguido

do numero do isolado e sua identificagdo, quando possivel.
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O teste de biodegradagdo do dleo diesel por fungos demonstrou
que 38% das colonias avaliadas descoloriram totalmente as solugdes
contendo o indicador redox. Logo, entende-se que esses fungos foram
capazes de biodegradar o 6leo diesel comercial sem que houvesse a
interagdo e a dependéncia de substratos resultantes do metabolismo
de outras espécies. Entretanto, outra parcela correspondente a 38% dos
isolados apresentou descoloragdo parcial média, e 19% praticamente
néo promoveram alteragio na cor das solugdes. Essa avaliagdo permitiu
constatar maior eficiéncia das coldnias fingicas pertencentes aos géne-
ros Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium e Verticillium.
No entanto, isso ndo significa que os demais géneros identificados neste
estudo, e até mesmo outras espécies pertencentes a esses géneros, nao
exercam atividades metabdlicas diante do contaminante, ja que todos
os tubos contendo fungos apresentaram crescimento celular durante o
teste. Logo, esses microrganismos também apresentaram capacidade de
degradar compostos presentes no dleo diesel, uma vez que a fonte de car-
bono presente nas solugdes estava restrita a0 contaminante.

Estudando o potencial de biodegradagio de hidrocarbonetos poli-
ciclicos aromaticos (HPA) de petréleo por 95 bactérias e 160 fungos
com o DCPIP, p-iodonitrotetrazélio (INT) e por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), Marchand et al. (2017)
comprovaram, por CG-EM, a capacidade de degradagio superior a 10,
13, 8 e 17%, respectivamente, dos compostos antraceno, fenantreno,
fluoreno e pireno por Rhodococcus sp., Trichoderma tomentosum e
Fusarium oxysporum em 49 dias. Tal resultado reforca a capacidade de
degradagdo de HPA pelos géneros de fungos identificados neste estudo.

Outro estudo realizado por Silva, Grossman e Durrant (2009) também

verificou a capacidade que diferentes espécies dos géneros Aspergillus e

Tabela 3 - Teste de biodegradabilidade do 6leo diesel comercial, com
o indicador redox DCPIP, por fungos isolados da biopilha. A alteracao
total da cor do indicador refere-se a capacidade de biodegradacao do
combustivel como Unica fonte de carbono.

Fungos isolados em Alteracdo da cor do
agar Sabouraud indicador redox DCPIP

S1(Aspergillus sp.), S4 e
S17 (Trichoderma sp.);
S6 e S14 (Penicillium sp.);
S12 (Cladosporium sp.);
S16 (Verticillium sp.) e S20
(Cephalosporium sp.)

Total

S15 (Aspergillus fumigatus) Parcial bom

S2; S8 e ST (Microsporum sp.);
S3 (Penicillium sp.);
S7 (Diplosporium sp.);
S9 (Cephalosporium sp.);
S10 (Aspergillus sp.) e
S13 (Trichoderma sp.)

Parcial

S5 (Trichoderma sp.);
S18 (Cladosporium sp.);
S19 (Candida sp) e S21

DCPIP: 2 6-diclorofenol indofenol.

Parcial ruim
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Verticillium apresentam em degradar HPA. No entanto, esses pesquisado-
res ainda observaram que o género Verticillium possui maior atividade nos
compostos mais complexos, de alto peso molecular, ao passo que algumas
espécies do género Aspergillus se apresentam aptas a degradar tanto compos-
tos simples como complexos, mesmo em baixas concentragdes de oxigénio.

Nesse mesmo sentido, Vasco et al. (2011) avaliaram a diversidade de
fungos filamentosos em solos previamente submetidos a biorremediagio
com consorcios de bactérias, em trés campos de exploragao de petroleo, e
verificaram que 60% dos géneros identificados apresentavam relatos nalitera-
tura como degradadores de hidrocarbonetos, como exemplo Aspergillus sp.,
Paecilomyces sp.e Penicillium sp. Segundo os autores, apenas trés espécies
de fungos filamentosos foram encontrados nos trés campos analisados,
Penicillium chermesinum, Penicillium indicum e Aspergillus terreus.

De acordo com a Tabela 4, das 80 colonias de microrganismos isoladas
em agar nutriente e amido caseina, 31 (38,75%) apresentaram alteragao
total da cor do indicador diluido no meio de cultivo, ou seja, foram capa-
zes de biodegradar o 6leo diesel comercial sem a dependéncia de outras
espécies. Outras sete cepas avaliadas apresentaram bons resultados, porém
nao foram capazes de degradar totalmente o contaminante. Além disso,
31 coldnias isoladas apresentaram capacidade de alterar parcialmente a

cor do indicador e mais 11 praticamente néo alteraram a cor das solugdes,

Tabela 4 - Teste de biodegradabilidade do d6leo diesel comercial, com
o indicador redox DCPIP, por bactérias isoladas da biopilha. A alteracao
total da cor do indicador refere-se a capacidade de biodegradagao do
combustivel como unica fonte de carbono.

Bactérias isoladas em agar Alteracao da cor do
nutriente e amido caseina indicador redox DCPIP

N1; N2, N14 e C83 (B. subtilis);
N3, N4 e N8 (B. pumilus);
N10 (Bacillus sp.); N11; N13; C19 e
N45 (B. cereus), C22, N72, N67
(B. cereus outhuringiensis), C25;
C26 (Bacillus sp.; C27; C30 (B.
cereus ou anthracis); C31 e N41
(Bacillus sp.); N44 (B.vallismortis
ou subtilis); N51(B. subtilis
ou licheniformis); N63, N71,
N74 e C87 (Blicheniformis);
N79; C48 (Bacillus sp.); C66
(Streptomyces sp.) e C89
(B.subtilis ou amyloliquefaciens)

C17, C35; N40; C57 e N69 (B.
subtilis); C53 e C55

N5 (B. simplex); N6 e N7
(B. pumilus ou safensis), N9;
N15; C18 (B. amyloliquefaciens);
C20 (B. flexus ou megaterium);
C21e C81 (Bacillus sp), C24; C28;
C29; C32, C34; C36; N38; N39
(B. subtilis ou amyloliquefaciens);
N42; N43; N64; N68; N70; N75; N76;
N78; N8O; C47. C49; C56; Co1e C82*

N12; C16; C23; N46; N65; N73; C52;
C59; C60; C62 e C84

Total

Parcial bom

Parcial

Parcial ruim

DCPIP: 2 6-diclorofenol indofenol; *Levedura crescida em agar amido caseina.
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além de apresentarem baixo crescimento celular. As bactérias identificadas
em nivel de espécie com os melhores resultados no teste de biodegradagao
foram: B. subtilis, B. pumilus, B. cereus e B. licheniformis.

Estudo similar, realizado por Mariano et al. (2008), também destaca a
capacidade de biodegradagio do 6leo diesel comercial por um consércio
de microrganismos que incluia B. cereus, utilizando o teste de biodegra-
dabilidade realizado com o indicador redox DCPIP em tubos de ensaio.
Abostate, Moustafa e Mohamed (2011) descrevem excelentes resultados na
biodegradagio de residuos provenientes da produgio de 6leos lubrificantes
pela agao de cinco espécies do género Bacillus. Duas dessas cepas avalia-
das promoveram redugdes superiores a 99% nas concentragoes de HPA.

Ao caracterizar e avaliar o potencial biotecnoldgico de bactérias
degradadoras de petroleo em solos contaminados com 6leo, na China,
Zhang et al. (2010) isolaram 38 bactérias crescidas em meio BH modi-
ficado, contendo 2% de 6leo diesel. Destas, 22 cepas foram capazes de
utilizar o combustivel como unica fonte de carbono e energia, sendo
19 do género Bacillus, o que constitui a maioria, assim como os resul-
tados obtidos nesta pesquisa. Os autores ainda avaliaram o consércio
de seis espécies pertencentes ao género Bacillus e uma pertencente ao
género Enterobacter na degradagdo do 6leo diesel, e perceberam uma
redugdo de aproximadamente 87,5% na concentragdo de HTP em 10
dias, enquanto a degradagio individual pelas cepas variou de 10 a 64%.

Vasconcellos et al. (2009), ao avaliarem a capacidade de degradagiao
de hidrocarbonetos por microrganismos isolados do solo e da 4gua da
Bacia de Campos, relatam a recuperagio e a identificagio de 28 iso-
lados bacterianos por sequenciamento dos genes RNAr 16S capazes
de metabolizar hidrocarbonetos. Entre os grupos identificados, foram
encontradas diferentes espécies do género Bacillus, inclusive B. pumilus.

Portanto, os resultados descritos por Abostate, Moustafa e Mohamed
(2011), Zhang et al. (2010) e Vasconcellos et al. (2009), assim como os obti-
dos neste estudo, comprovam a predominéncia e o potencial de biodegra-
dagdo do género Bacillus perante os hidrocarbonetos derivados de petroleo.
Esse potencial de biodegradagao do género também ¢é descrito por Pacwa-
Plociniczak, Plaza e Piotrowska-Seget (2016) e Marchand et al. (2017).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam a eficicia do sistema
de biopilhas na biorremediagao de solos contaminados por hidrocar-
bonetos, uma vez que as concentragdes de HTP e dos compostos BTEX
foram reduzidas significativamente ao final do tratamento, apresentando,
respectivamente, eficiéncias de 92 e 100% para os pardmetros analisados.

Quanto & identificagdo dos microrganismos isolados dos solos da bio-
pilha, entre os fungos filamentosos, foi verificada a predominancia dos
géneros Trichoderma, Aspergillus, Microsporum, Penicillium, Cladosporium,
Cephalosporium, Diplosporium e Verticillium e, entre as bactérias, foi veri-

ficada a predominancia do género Bacillus, com diferentes espécies como:
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B. subtilis; B. pumilus; B. cereus; B. licheniformis; B. amyloliquefaciens e
B. simplex. Por meio do teste de biodegradabilidade, foi constatada maior
eficiéncia das colonias fingicas pertencentes aos géneros Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Cladosporium e Verticillium. Ja em relagao as
bactérias, os melhores resultados desse teste foram obtidos com as colo-

nias de B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. licheniformis e Streptomyces sp.

Por fim, o conhecimento do comportamento dos microrganismos e a
identifica¢do da sua capacidade de biodegradar hidrocarbonetos complexos
podem colaborar significativamente com o aperfeicoamento das técnicas de
biorremediagéo, por meio da redugéo do periodo de operagao desses sistemas
e do aumento de suas eficiéncias pela inoculagao e bioampliagio de micror-

ganismos j conhecidos como 6timos biodegradadores de hidrocarbonetos.
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