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RESUMO

O globo terrestre é afetado por inUmeros problemas de ordem ecossistémica. Nas ultimas
décadas, os impactos que envolvem derramamentos de petréleo chamam a atencgdo e,
configuram um cenério de discussao e preocupacao socioambiental. Em virtude dessa realidade,
0 processo de biorremediacgdo qualifica uma eficiente alternativa em que visa acelerar a taxa de
biodegradagdo de inumeros xenobidticos. No contexto dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, HPA, duas estratégias de biorremediacdo de solos podem ser empregadas: a
primeira envolve o estimulo da microbiota, quando a relacdo C:N:P se encontra prejudicada e
a segunda estratégia trata do aumento da microbiota, quando a densidade microbiana ndo é
suficiente para manter a degradacdo de forma eficiente, diretamente relacionada a concentragédo
e natureza do contaminante e seus metabdlitos. De modo geral, baseia-se no estimulo da
atividade metabdlica dos micro-organismos, permitindo a conversdo dos contaminantes em
metabdlitos e biomassa em um espaco de tempo reduzido. Organismos do grupo das
pseudomonadas destacam-se pela sua versatilidade nutricional, sendo potenciais candidatos a
biorremediagéo. A esse despeito, a relevancia deste trabalho foi analisar a remocdao de dois HPA
utilizando um consércio formado por uma linhagem de bactérias pseudomonadas, associada a
adicdo de torta de semente de Gossypium sp (algodao) e Sesamum indicum L. (gergelim) Foi
utilizado um consorcio formado por 4 linhagens pseudomonadas, isolados de ambientes
historicamente impactados, posteriormente transferidos para reatores contendo 250 g de solo,
contaminado por 10 ou 20 mL de éleo lubrificante e suplementados com 5 ou 10 g de torta de
ou algodao ou gergelim. Apos 60 dias de processo, os HPA foram removidos aproximadamente
65 e 80% do fenantreno e 79 a 81% do pireno, considerando as perdas abioticas de 11,7 e
12,6%, respectivamente nas duas condi¢bes de contaminacdo por 6leo testadas. As tortas de
algoddo e gergelim desempenharam um papel fundamental na remocdo dos HPA,
independentemente da quantidade suplementada ao solo, permitindo que a populacdo se
mantivesse alta do inicio ao final do processo. Um teste complementar de respiragdo microbiana
comprovou estes resultados. Os ensaios de fitotoxidade revelaram Cucumis Anguria como o
melhor indicador de remocéo dos HPA.

Palavras chave: Biorremediacdo, Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos, Pseudomonas aeruginosa
Bulkholderia cepacia, Residuo.
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ABSTRACT

Planet Earth is affected in several ecosystem problems. In the last decades, the impacts that
involve oil spills have been attracting attention and constitute a scenario of discussion and
socioenvironmental concern. Due to this reality, bioremediation may represent an efficient
alternative aiming to accelerate the rate of biodegradation of a myriad of xenobiotics. In the
context of polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH, two strategies of soil bioremediation may
be employed: the first involves the stimulation of the microbiota, when the C: N: P ratio is
impaired. The second strategy deals with the increase of the microbiota, when microbial density
is not suitable to maintain degradation efficiently and it is related to the concentration and nature
of the contaminant and its metabolites. In general, it is based on the stimulation of the metabolic
activity of the microorganisms, allowing the conversion of the contaminants into metabolites
and biomass in a reduced period. Organisms of the group of pseudomonads stand out for their
nutritional versatility, being potential candidates for bioremediation. In spite of this, the
relevance of this work was to analyze the removal of two PAH using consortia formed by strains
of pseudomonad bacteria, associated to the addition of Gossypium sp (cotton) seed cake and
Sesamum indicum L. (sesame). The consortia were formed by 4 pseudomonds strains, isolated
from historically impacted environments, later transferred to reactors containing 250 g of soil,
contaminated with 10 or 20 mL of lubricating oil and supplemented with 5 or 10 g of cotton or
sesame pie. After 60 days of the process, the HPA were removed approximately 65 and 80% of
the phenanthrene and 79 to 81% of the pyrene, considering the abiotic losses of 11.7 and 12.6%
respectively in the two oil contamination conditions tested. Cotton and sesame cakes played a
key role in the removal of HPA, regardless of the amount supplemented to the soil, allowing
the population to remain high from the beginning to the end of the process. A complementary
microbial breath test proved these results. Phytotoxicity assays revealed Cucumis anguria as
the best indicator of HPA removal.

Key words: Bioremediation, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Pseudomonas aeruginosa, Bulkholderia
cepacia, Residue.
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1. INTRODUCAO

A qualidade ambiental é pauta de discussdo mundial, ja que diretamente esta
associada a provisdo de matéria prima como base da cadeia produtiva e demanda
econdmica da atual sociedade. Portanto, eminentemente confronta-se a qualidade de vida
das pessoas a manutencdo da condicao do ecossistema como um todo, seja da 4gua, solo
ou atmosfera (AGOSTINI JUNIOR, I., 2016).

Nesse contexto, a heterogeneidade e complexidade bioldgica do solo favorece a
sustentabilidade de diversos ecossistemas (LEE et al., 2008). E, suas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas correm o risco de serem radicalmente modificadas por
efeito de derramamentos de Oleo, vazamentos, residuos, dentre outros (JOHN et al.,
2011). Além disso, sabe-se que os solos poluidos por hidrocarbonetos também atingem a
salide humana (MERKL et al., 2005; CASADO et al., 2015). Sendo assim, tal como o
contentamento humano e o meio ambiente, podem ser acometidos pela produgéo de
petréleo (AKPOR et al., 2007; TANG et al., 2012).

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA), sdo originados
naturalmente e de forma continua por meio da combustéo incompleta da matéria organica,
tais como: residuos vegetais, madeira, dentre outros (PAGE et al., 1999). Estima-se que
incéndios florestas e de campo, do mesmo modo que a combustdo de combustiveis fosseis
sdo 0s principais responsaveis pela procedéncia desses compostos na natureza. No
entanto, a literatura relata que a acdo humana é a maior fonte de origem dos HPA no
ambiente (YUNKER et al., 2002; SISINNO et al.,2003). No ambito da exploracéo e
processamento, por exemplo, o petroleo precisa ser transportado. E, tal acdo,
presumivelmente conjectura acidentes, derramamentos e vazamento de HPA por efeito
do homem. (AKPOR et al., 2007; TANG et al., 2012).

A degradacéo natural de compostos quimicos pode acontecer tanto por processos
fisico-quimicos, como por agdo bioldgica. Trabalhos na area da biotecnologia desvelam
fungos e bactérias como principais micro-organismos competentes na catabolizagdo de
moléculas recalcitrantes (BALAN, et al., 2001). Sugerindo, entdo, um processo de
biorremediagdo que contempla a recuperacao do solo por reacdes microbianas (LEE et
al., 2008). Diversos micro-organismos podem ser empregados nesse processo, tais como:
Mycobacterium sp., Haemophilus sp., Rhodococcus sp., Paenibacillus sp e Pseudomonas
sp. (SHRIVASTAVA et al., 2004; MILLER et al., 2016).

Pesquisas revelam que a medida que os efeitos negativos do contato do solo com

0 petrleo se agravam em virtude do tempo de exposicdo. Como resultado, a
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acessibilidade, biodisponibilidade, toxicidade bioldgica e biodegradacdo dos compostos
de hidrocarbonetos retidos decaem (SEMPLE et al. 2004; CASTIGLIONE et al. 2016).
Dessa maneira, estratégias de biorremediacdo para retirada dos hidrocarbonetos do
petroleo podem ser afetadas devido a biodisponibilidade cerceada e demais
consequéncias do envelhecimento presente que sucedem uma diminuicdo da eficiéncia
de biodegradacdo (TANG et al., 2012).

A agricultura, espelha um dos principais pilares da economia brasileira. E
mundialmente conhecida por se alicercar na producao e exportacdo de diversos produtos,
dentre os quais pode-se destacar: o café, soja e aglcar de cana. Porém, tal manufaturacéo
gera grandes quantidades de residuos. A tentativa de reverter essa situacdo e tornar mais
efetiva a utilizacdo desses sobejos, cuja presenca no meio ambiente representa um
problema de poluicao, ja € uma realidade (UENOJO, M.; PASTORE, G. M. 2007).

Dentro da industria de 6leos vegetais as tortas de prensagens sdo consideradas
coprodutos com baixo valor de custo, sendo ou utilizadas como ragdo animal ou
desprezadas no meio ambiente (SARKIS et al., 2014). Facultando, portanto, mais um
residuo ecossistémico sem destinacao esclarecida.

Logo, levando em consideracao esse contexto, uma das aplicagfes em potencial
desses residuos, pode ser a utilizacagdo como cossubstratos em processos de remocéo de
hidrocarbonetos recalcitrantes do solo, como os HPA. E baseado nessa premissa, 0
objetivo deste trabalho foi analisar a remocdo de dois HPA utilizando um consoércio
formado por uma linhgens de bacterias pseudoménades, associado a adi¢do de torta de
semente de algodao e gergelim (LINS et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Remover Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos do solo por processo de
estratégias de biorremediacdo, servindo-se da adicdo de coprodutos agropastoris na

funcdo de cossubstratos.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Investigar o uso de culturas em consércio de bactérias sobre a remocdo de

fenantreno e pireno na presenca de cossubstratos;

%+ Monitorar o processo de biorremediacdo do solo por meio de quantificagdo

microbiana, didxido de carbono produzido e degradacdo de fenantreno e pireno;

+ Avaliar a fitotoxidade dos contaminante antes e ap6s o tratamento microbioldgico.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

O petréleo puro apresenta em sua constituicdo uma cadeia de hidrocarbonetos
das quais por¢oes leves formam os gases e as fracdes pesadas o Oleo natural. Por este
motivo, o petréleo € classificado como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sélidos,
liquidos e gasosos (CORREA, 2003). As moléculas presentes no leo pertencem a quatro
grupos: alifaticos, aromaéticos, resinas e asfaltenos. Quando comparadas, as duas
primeiras sdo mais leves, e as segundas fracdes mais pesadas. Os compostos aromaticos,
suscitam hidrocarbonetos monoaromaticos volateis, tais como, o benzeno, tolueno,
etilbenzeno, isémeros de xileno (BTEX) e os HPA, Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (BALBA et al., 1998).

Os HPA constituem uma familia de compostos representados por dois ou mais
anéis condensados e integrados, em que podem estar organizados em arranjos lineares,
angulares ou agrupados (MEIRE et al., 2007; NETTO et al., 2000). Variam desde a
estrutura simples como o naftaleno & moléculas complexas como o benzeno[a]pireno
(CERNIGLIA, 1984; GIBSON et al., 1984; WEISSENFELS et al., 1990). Em virtude da
viabilidade da combinacdo de um numero variante de anéis que podem se ligar em
diferentes pontos entre si, existem hoje mais de 100 HPA reconhecidos pela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) (JACQUES et al., 2007). Porém,
de acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (EPA- Environment
Protection Agency) apenas 16 HPA sdo considerados essencialmente significativos no
controle ambiental de poluentes organicos (Figura 1) (MEIRE et al., 2007).

Figura 1- 16 HPA prioritarios.

)
\

g /J‘:,/L e A\l
o oo o G
Naftaleno Acenafiilenc Acenafteno Fluorena
'//\ =3 =
0 oD ot &Y
NN b 2 I\ P

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

crr Y o™ el el

Benz[alantraceno Criseno Benzo[blfluoranteno Benzo[k]fluoranteno

L D
R
oY ¢ foos 177
Cr
Benzo[alpireno  Indenc[123cdpirenc  Dibenzlahlantraceno Benzo[ghl]penleno
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Como pode ser visto na Tabela 1, a solubilidade dos HPA, esta inversamente
relacionada a sua massa molecular, pois diminui a partir do aumento no nimero de anéis.
Essa relacdo também trata a volatilidade dessa classe de substancias, na qual compostos
com menores pesos moleculares tém elevada presséo de vapor e, portanto, ampla
dispersdo no meio ambiente. Além disso, apresentam caracteristicas lipofilicas, apontados
como moderadamente e altamente lipossoltveis (NETTO et al., 2000; BRITO et al.,
2006).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos HPA: fenantreno e pireno.

HPA No MM S PV

de anéis (g.mol?) (mg. L) (Pa)

Fenantreno 3 178 1,1 0,02
Pireno 4 202 0,132 0,0006

*MM — Massa molecular (g.mol?), S — Solubilidade (mg. L), PV — Pressdo de Vapor (Pa-pascal).
Fonte: Adaptado de Latimer e Zheng (2003).

Esses elementos sdo considerados uma classe de poluentes organicos prioritarios
em estudos sobre o0 ambiente, a julgar por um determinado nimero desses contaminantes
serem descritos como percursores de acGes mutagénicas ou tumorais em sistemas
biol6gicos. Sua natureza lipossoltvel permite uma féacil assimilacdo no organismo via:
inalacdo, exposicdo oral e/ou dérmica, em que de modo consequente e posterior a
desguarda pode-se evidenciar concentracdo do composto discutido no organismo do
receptador (JACQUES et al., 2007). Pesquisas sobre a retencdo de HPA mostram que,
em ratos, 30 a 50% de dose oral de benzeno (a) pireno e pireno sé@o naturalmente
absorvidas e facilmente metabolizadas no figado. Constatando, também, que benzeno (a)
pireno, fenantreno e pireno internam-se rapidamente na pele do camundongo (FOTH, et
al., 1988; WITHEY et al., 1993; SANDERS et al., 1984; YANG et al., 1986).

De modo geral, tanto os HPA quanto seus derivados podem estar vinculados ao
aumento da ocorréncia de diversos tipos de tumores no homem. Sendo assim, expde-se
um contexto de controle ambiental com relevancia ndo s6 aos organismos vivos nos locais
atingidos, englobando plantas e micro-organismos, como a satde publica (MERKL et al.,
2005; CASADO et al., 2015; PENG et al., 2009).

Estudos relatam que sua exposi¢do vem sendo associada ao crescente risco de
varias doencas cardiovasculares e respiratorias, implicando o céncer no pulméo e
problemas que compreendem o sistema neuronal (ZHANG et al., 2014; ZHANG et al.,
2013; KREWSKI et al., 2003).
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A literatura trata que as maiores emissdes advém de processos industriais, por
exemplo, producdo de aco e aluminio, exaustdo de incineradores de rejeito, residuos
solidos industriais, atividades petroquimicas, tal como a efusédo direta de seus produtos e
derivados em receptaculos como lagos, rios e oceanos (PAGE et al., 1999; YUNKER et
al., 2002 e SISINNO et al., 2003). Convertendo-os & uma fonte de contaminacéo tanto do
solo como da dgua (DA SILVA et al., 2015).

Quando o contaminante entra em contato com o solo, trés fases caracteristicas
podem ser representadas: dissolvida, liquida e gasosa. Uma parte, possivelmente,
dissolve-se na dgua dos lencdis freaticos, outra retém-se nas porosidades do solo em sua
forma liquida e, uma terceira fracdo, evaporada e suscetivel a contaminacao atmosférica
(NADIM et al., 2000).

As organizagbes quimicas dos poluentes organicos tém relacdo com a
metabolizagdo deles por micro-organismo, especialmente, no caso das taxas e extensoes
de biodegradacdo. Alguns sédo precipitadamente degradados quando comparados com as
moléculas recalcitrantes (ATLAS, 1981). Além disso, o sistema ativo das enzimas que
sdo produzidas pela microbiota degradadora pode reconhecer e usar 0S cOmpostos
xenobioticos como possivel fonte de nutrientes e energia (GAYLARD; BELLINASO;
MANFIO, 2005). Os HPA séo biotransformados em metabdlitos menos complexos, ou
seja, intermediarios ou mineralizados em H20 e CO2 (HARITASH et al., 2009).

3.2 Biorremediagéo

A biorremediacdo pode ser definida por um conjunto de técnicas e tecnologias
em que plantas, micro-organismos e produtos bioldgicos (enzimas) sdo utilizados para
remover ou remediar contaminantes ambientais. De modo geral, o intuito é suceder uma
mineralizacdo que resulta em substancias inertes como a agua e o dioxido de carbono
(DIAS, 2000). Além disso, comparada aos métodos quimicos e fisicos, a biorremediagéo
¢ apontada como uma estratégia mais eficaz, segura e barata. Em se tratando do solo,
mostra-se ecologicamente mais satisfatoria e eficiente na atenuacdo da poluicdo por
contaminantes organicos (R1ZZO et al., 2006). A tabela 2 especifica as vantagens e
desvantagens do processo de biorremediacao.

As limitagcbes da biodegradagdo variam, principalmente, de acordo com a
aeracdo, disponibilidade de nutrientes, umidade, pH, temperatura, contaminagéo
microbiana e estrutura quimica do composto (HARITASH et al., 2009). Essas condicdes,
influenciam diretamente em dois pontos: no crescimento e atividade microbiana e as

propriedades quimicas e fisicas do poluente (PROVIDENTI et al., 1993).
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Ha uma real dificuldade em prever um padrdo de comportamento desse método,
haja vista que diferentes condi¢gdes ambientais - solo/poluente/microbiota-, sdo propostas.
E, por este motivo, os efeitos interativos podem ser previsiveis ou ndo. Assim, uma
necessidade de otimizacdo dos fatores € imprescindivel para o éxito do processo
(PROVIDENTI et al., 1993).

Tratando-se da remocdo de HPA em solos, duas estratégias podem ser
empregadas: a ex-situ ou in-situ (NANO et al., 2003). Elas sdo aplicadas, conforme o
poluente, custos do processo e, sobretudo, a concentracdo final do contaminante
(SOUSA, 2016). As técnicas in-situ sdo conduzidas no proprio local de contaminacao e,
geralmente, implicam no aumento da atividade microbiana nativa. J& os métodos ex-situ
restringem-se ao processo de remocdo, distante do local impactado e, em geral, é mais
vantajoso porgue existe um maior controle das condi¢Ges ambientais (CARDOSO et al.,
1992).

De acordo com as informacdes j& apresentadas, os HPA no solo, podem sofrer
adsorcéo, volatilizacdo, fotdlise e degradacdo quimica. Apesar dessas propriedades, a
decomposicdo microbiana ainda é considerada o processo mais relevante de degradacgédo
dos hidrocarbonetos de petréleo (HARITASH et al., 2009).

Tabela 2 - Vantagens e Desvantagens da biorremediacéo.

Vantagens Desvantagens
Baixo custo Longa duragéo

Tratamento no local contaminado  Necessita conhecimento e histérico do
local contaminado

Sem adicdo de produto quimico Degradacéo pode ser incompleta
Aplicavel a uma grande Presenca de diferentes compostos
variedade de contaminantes alguns podem ser adsorvidos no solo

Fonte: Adaptado de Cardoso, Tsai e Neves (1992).

3.3. Bacilos Gram-negativos degradadores de hidrocarbonetos

Segundo Bushnell e Haas (1941), o primeiro estudo que mostrou 0 uso dos
hidrocarbonetos por parte dos micro-organismos ocorreu em 1906 por Sohnger e Kaserer.
Aproximadamente, em 1913, Sohnger constatou que 0s géneros, principalmente
estudados, Mycobacterium e Pseudomonas eram capazes de oxidar a gasolina em
guerosene e Gleo de parafina a didéxido de carbono e agua.

Apesar de se encontrar fungos, protozoarios e algas no solo, as mais relatadas

sdo as bactérias (METTING, 1993). De modo geral, os micro-organismo atingem, em
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média, 0,5% da porosidade da zona porosa do solo. Os poros com pouco micrémeros (2

a 6 um) sdo oportunos para presenca de bactérias, ao mesmo tempo que os fungos

necessitam de poros maiores como mostra a Figura 2 (MOREIRA, 2006).

Figura 2 - Localizag¢do dos minerais, bactérias e fungos no solo.
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Fonte: Moreira (2016).

Jacques et al., 2007, Cunha e Leite (2000) e Karamalids et al., 2010 listaram para
cada tipo de contaminantes diferentes organismos. Pode-se identificar essa relacdo na
Tabela 3. Os dados, confirmam que Pseudomonas aeruginosa € uma espécie com
potencial para uso na biorremediacdo, uma vez que seu uso foi reportado em todos 0s
contaminates evidenciados. A bactéria pode fazer uso de mais de 90 compostos organicos
como fonte de carbono e desenvolver-se em ambientes hostis (SHRIVASTAVA et al.,
2004). Entretanto, ressalta-se que espécies de Bulkholderia também possuem grande
potencial como agentes de biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos do
petroleo (BACOSA, H; SUTO, K e INOUE, C, 2010).
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Tabela 3 - Descri¢do dos microrganismos utilizados no processo de biorremediacao.

Dominio

Filogenético Fonte

Contaminantes Espécie

Pseudomonas sp.
Aeromonas sp.
Beijerinckia sp.
Flavobacterium sp.
Nocardia sp.
Corynebacterium sp.
Hidrocarbonetos Sphingomonas sp. Bactérias Jacques et al.,
Mycobacterium sp. (2007)
Stenotrophomonas sp.
Paracoccus sp.
Burkholderia sp.
Microbacterium sp.

Pseudomonas putida
Gasolina Burkholderia cepacia Bactérias Cunha e Leite
Pseudomonas alcaligenes (2000)

Gasolina, 6leo Pseud . Karamalids et al.,
diesel, 6leo cru Seudomonas aeruginosa Bactérias (2010)

Fonte: Adaptado de Jacques et al., 2007; Cunha e Leite (2000); Karamalids et al.; 2010 e Vieira et al.,
2006.

O papel dos microrganismos no processo de biorremediacdo pode ser dividido
em primario e secundario. Os micro-organismos primarios metabolizam o substrato
principal fornecido ao sistema. Ja os microrganismos secundarios utilizam os produtos
liberados pelos primeiros, caracterizando o fenébmeno de cometabolismo (GRADY,
1985). A exemplo disto, Richard e Vogel (1999), realizaram um experimento com um
consoércio Pseudomonas sp. e Achrombacter sp e, ap6s 50 dias de incubacgdo, 90% do
diesel inicial tinha sido degradado, ndo sendo detectado compostos aromaticos ao final.

O conhecimento desenvolvido sobre culturas mistas prova que sdo vantajosas ao
serem equiparadas com culturas puras. O produto metabolico pode ser degradado por uma
espécie e a acdo de outro microrganismo pode resultar na completa decomposi¢do do
produto (KATAOKA, 2001). Os ganhos com o uso de culturas mistas podem apontar
varios beneficios: maior produtividade, estabilidade, combinag6es genéticas e reducdo na
intervencao de engenharia genética (BHATNAGAR e FATHEPURE, 1991). Contudo, o
principal desafio é usar a capacidade dos micro-organismos, em degradar a matéria

organica toxica de origem natural e/ou sintética (DIAS, 2000).
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3.4. Reuso de residuos

Os microrganismos, de forma geral, carecem de fontes de nutrientes e de um
aceptor final de elétrons para garantir sua persisténcia no ambiente. Os micro-organismos
relacionados ao processo de biorremediacgdo, utilizam o oxigénio como aceptor final de
elétrons e o carbono organico, originado dos contaminantes, como fonte primaria de
carbono. Neste contexto, o nitrogénio, fosforo e potassio sdo os essenciais nutrientes
inorganicos acrescidos ao processo de biorremediacdo (R1ZZO et al., 2006). Mas, a
microbiota do solo pode necessitar de fonte de carbono diferente do hidrocarboneto
presente e neste contexto, diferentes materiais podem ser suplementados (CARDOSO,
1992).

Quando a relacdo C:N:P esta afetada, admite-se a utilizacdo de fertilizantes e
cossubstratos, uma vez que a microbiota esta afetada e concentracdo celular presente ndo
se encontra habil para o processo natural ocorrer (VASCONCELOS, DE FRANCA e
OLIVEIRA, 2011). Em vista do que foi exposto, essa relacdo é estabelecida no intuito de
evitar limitacbes nutricionais durante o tratamento biologico, podendo resultar num
aumento das taxas de degradagéo do contaminante no solo (ATAGANA et al., 2003).

Existe uma demanda no desenvolvimento de tecnologias que resolvam o
acumulo e descarte de residuos agroindustriais no ambiente (PIMENTA et al., 2015).
Nessas circunstancias, um dos principios que norteiam o0s processos biotecnoldgicos: a
agregacdo do reuso de residuos agroindustriais. Pois, 0 uso dessas biomassas como fonte
de carbono é economicamente vidvel e vantajoso, além de favorecer uma valorizacdo
econémica dos coprodutos de baixo valor (SANTOS et al., 2014). Cabe ressaltar que as
potencialidades nutricionais e econémicas dos residuos (tortas ou farelos) do
processamento de oleaginosas sdo mais conhecidas em certas plantas, tais como soja, e
girassol, portanto sdo relevantes os estudos sobre a torta de algoddo e gergelim
(ABDALLA et al., 2008). Aléem disso, a utilizacdo de coprodutos pode ter uma aplicagdo
mais generosa quando se trata da suplementacdo nos processos de biorremediacao.
Positivamente, conduzindo problemas ambientais importantes do século XXI, sendo: a
eliminacdo de contaminantes e o reuso de coprodutos industrias (MACHADO et al,
2017).
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4. METODOLOGIA

4.1. Consoércios microbianos

Em trabalhos anteriores do Laboratério de Microbiologia do Centro de
Biotecnologia, teste de antagonismo foram realizados. E assim, dois diferentes consércios
formado por linhagens de Pseudomonas aeruginosa (representadas pela sigla TGC) e
Burkholderia cepacia (representadas pela sigla RX) foram selecionados para o atual
estudo. O consorcio 1 foi formado por quatro linhagens, TGC01, RX10, RX05 e RX06.
O consércio 2 era composto por duas linhagens, TGC 07 e RX08.

Todos os micro-organismos do estudo, foram isolados de postos de gasolina e
de embalagens de produtos para alisamento ou descoloracdo de cabelos, depositados na
colecdo de cultura do  Laboratério de  Microbiologia ~ Ambiental
(LAMA/CBIOTEC/UFPB).

4.2 Caracterizacao do solo, contaminante e cossubstratos

Foi utilizado um solo arenoso, coletado de regido proxima a um manguezal, com
histérico de contaminacdo por petroderivados. Os ensaios de caracterizacdo de
hidrocarbonetos totais presentes e os 16 HPA prioritarios foram realizados no laboratério
Bioagri Ambiental (Paulista-PE), utilizando metodologias da agéncia ambiental
estadunidense (USEPA) (Tabela 4).

O contaminante utilizado consistia uma mistura de 6leo lubrificante usado,
adquirido em um estabelecimento de troca de 6leo na cidade de Jodo Pessoa. Os ensaios
de caracterizagdo do Oleo também foram feitos no laboratério Bioagri Ambiental
(Paulista-PE), utilizando metodologias da agéncia ambiental estadunidense (USEPA)
(Tabela 4).

Os cossubstratos do processo foram as tortas resultantes do processamento de
sementes de algod&o e gergelim para obtencdo do 6leo. O material foi gentilmente cedido
e caraterizado pela Embrapa-Algodao, no municipio de Campina Grande — PB (Tabela
5).
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Tabela 4 - Propriedades do solo e dleo contaminante do experimento de biodegradacao.

Propriedades Solo t Oleo
Lubrificante *

pH em Agua 79+0,1
CRA (%) 499+0,1
Umidade (%) 16,1+0,1
Nitrogénio total (%) 2.365,0
Densidade (g/ml) 1,0095
Percentual de Sélidos
TPH (mg. Kg - 1) 87,3 97,4
Faixa Gasolina (C8-11) <229 <10.226
Faixa Querosene (C11-14) <229 <10.226
Faixa Diesel (C14-20) <229 <10.226
Oleo Lubrificante 11.543 445.000
TPH total 11.664 448.000
16 HPA total (mg. Kg = %) 0,77 50,1
Naftaleno (mg. Kg ~ %) 0,60 45,3
Fenantreno (mg. Kg ~ 1) 0,03 2,10
Pireno (mm ~ 1) <0,01 2,73

CRA- Capacidade de retengdo de agua. TPH — hidrocarbonetos totais do petréleo. HPA- hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. n.a. — ndo se aplica. 1 caracterizado por Bioagri ambiental. 2 Caracterizados por
Embrapa Agroindustria Ambiental. * Apenas 3 HPA foram detectados em concentrages significativa.

Tabela 5 - Caracteristicas das tortas empregadas como cossubstrato.

Propriedade/Analito Torta Gergelim Torta Algodao
Carbono Total (%) 48,5+1,3 52.84+3.3
Nitrogénio total (%) 5,6+0,5 6.4+0.6

4.3 Ensaios de biodegradacgdo dos HPA

O ensaio foi conduzido em duplicata e reatores de polietileno transparente
(Figura 3) com capacidade para 500 mL, adicionado de 250 g de solo. As condigdes dos

reatores estdo representadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Condigdes dos ensaios.
Reatores Oleo (ml) Tortas (g)
1 10 5
2 20 5
3 10 10
4 20 10
9 — Controle abiotico 10 0
10 — Controle abidtico 20 0

Figura 3 - Reator de polietileno para o ensaio de biodegradacao.

Fonte: Autora.

O pré-indculo dos consorcios foi preparado empregando a técnica dos blocos de

gelose descrito por Vasconcelos, Lima e Calazans (2010). Suspensfes de culturas

recentes de cada linhagem do consércio foram preparadas com solucgéo salina de NaCl

0,85% e aplicadas sob forma de tapete na superficie de Agar Nutriente, disposto em placas

de Petri previamente esterilizadas. A incubacdo ocorreu & 30°C por 24h. Em seguida 4

blocos por linhagem, medindo 6 mm de didametro por 2 mm de altura foram cortados e

transferidos para Erlenmeyer contendo 100 mL de Meio Mineral Minimo, de composicéo:
K2HPO;4 (0,50/L); (NH4)2S04 (0,5 g/L); MgSO4 (0,5 g/L), FeCl, (10 mg/L); CaCl, (10
mg/L); MnCl> (0,1 mg/L) e ZnSOa4 (0,01 mg/L), pH 7,2%0,2, suplementado com 0,1g de
extrato de levedura e uma gota de solugdo de complexo de vitamina B (Roche, S&o Paulo,
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Brasil). Cada bloco apresentava uma concentragdo celular de = 95+4x10° UFC/cm?. A
incubacéo foi conduzida sob agitacdo por 24h e 30°C.

Para cada consorcio foi empregada uma torta escolhida aleatoriamente. Os
reatores contendo o consércio 1 receberam torta de algodéo e os reatores com o consorcio
2, a torta de gergelim.

O ensaio perdurou 60 dias, conduzido & temperatura de 25°C. O volume de
suspensdo do consarcio adicionado correspondeu a 5% do volume de solo adicionado no
reator (10 mL). Os fatores estudados foram a concentracdo do contaminante (razbes

solo/6leo 1:25 e 1:12,5) e do cossubstrato (razbes solo/torta 1:5 e 1:10).

Para garantir o suprimento de oxigénio, o solo foi regularmente aerado por meio
de revolvimento a cada abertura durante os ensaios microbioldgicos. Os valores de pH e
umidade em base seca foram monitorados por metodologias da EMBRAPA (1979).
Tratando-se do pH, inicialmente foi preparado um extrato de solo, tomando-se uma
amostra de 10 g, adicionada de 25 mL de agua destilada. Ap6s 1 minuto de agitacéo o pH
foi estimado, em potencidometro com solugdes padrdo com pH 4,00 e 7,00 (LABMETER
pH 5-3B).

Com relagdo a determinacdo da umidade em base seca, amostras do solo foram
transferidas para cadinhos de porcelana de massa conhecida e apds a pesagem inicial, 0s
sistemas foram levados para estufa a 85°C por 24 h (SOLAB, SL-100). A umidade foi
calculada como a diferenca entre 0 peso Umido e 0 peso seco e expressado em percentual

de acordo com a Equacdo 1. O ensaio foi conduzido em triplicata.

U= [(mi — mf)/ mi] x 100 Eq. (1)

Em que: U- umidade; mi- massa inicial da amostra, em gramas e mf- massa final

da amostra, em gramas, ap0s a secagem.

As andlises para determinacdo do teor dos trés HPA no solo foram realizadas
pelo Laborat6rio Analytical Technology em Recife-PE, empregando métodos da USEPA.
Para calcular as perdas abidticas, os reatores controles foram mantidos estéreis por adicao

de uma solucéo nitrato de prata 10% (m/m).
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4.4 Analises microbioldgicas

Os ensaios de quantificacdo microbiana nos reatores ocorreram nos tempos: 1,
10, 30 e 60 dias, utilizando a técnica do Pour plate e &gar nutriente como meio. Uma
amostra de 10 g do solo foi misturada a solucéo salina e apds diluigdes decimais seriadas,
o volume de 0,1 mL foi distribuido nas placas de Petri, sendo incubadas por 48h a 30°C.
Os resultados foram expressos em UFC/g, unidades formadoras de coldnia por grama de
solo (GENHARDT et al., 1994).

Para o0 ensaio de respiracdo microbiana foi empregada a técnica descrita por
Severino et al. (2004), baseada na titulagdo (Figura 4) da solucdo de NaOH 1,0 mol/L
com solucdo de HCL 1,0 mol/L, na presenca de vermelho de fenol. Em cada reator foi
disposto um recipiente contendo 25 ml da solucdo do hidroxido, substituindo-o a cada
abertura do reator para titulagdo. O ensaio foi conduzido nos dias 0, 10, 30 e 60. A

concentracédo produzida de CO2 foi calculada segundo a equacéo 1.

CO2 (mg/mL) = {(V1-V0)x44}+ms Eq.(2)

Em que: V1-volume (mL) de HCI necessario para neutralizar NaOH no reator;
VVO-volume (mL) de HCI necessério para neutralizar NaOH no reator controle (sem

micro-organismo); 44— massa molecular do CO3; e ms—massa (kg) do solo no reator.

Figura 4 — Técnica de titulacdo para o ensaio de respira¢do microbiana.

Fonte: Autora.
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4.5 Ensaio de Fitotoxidade

O objetivo do teste foi verificar o efeito dos contaminantes e seus metabdlitos
sobre a fertilidade do solo. Foram utilizados trés tipos de sementes: milho (Zea mays),
maxixe-do-norte (Cucumis anguriai) e mostarda (Brassica nigra), adquiridas da Toca do
Verde (Canoas-RS). O teste foi conduzido como descrito por Tiquia, Tam e Hodgkiss
(1996).

Inicialmente foi confeccionado um extrato do solo de cada reator, retirando-se
10 g do material e misturando-o a 90 ml de agua destilada esterilizada. Apos a
homogeneizacdo manual, 5 a 8 ml do extrato foram transferidas para placas de Petri com
papel de filtro cortado em circulo. Em seguida, embebeu-se cuidadosamente o papel
disposto no interior da placa, a qual continha no minimo 10 sementes (Figura 5). Em
funcéo do tamanho, para o milho foram aplicadas 5 sementes. Para cada planta, o ensaio
foi feito em triplicata e o controle do teste utilizou 4gua de torneira.

A incubacdo aconteceu em uma estufa (Figura 5) a 22 +1°C, em auséncia de luz
por um periodo de cinco dias. Depois, as sementes germinadas foram contabilizadas e,
suas raizes medidas com a ajuda de um paquimetro.

A fitotoxidade foi determinada por meio do célculo do indice de germinacéao
(IG), pelo qual, estima-se a relagdo entre 0 nimero de sementes germinadas com o
tamanho das radiculas crescidas, comparadas com um controle com agua destilada. O I1G

foi calculado aplicando a férmula:

IG= [ (S1xR1) / (S2xR2) ] x 100 Eq. (3)

Em que: S1- nimero de sementes germinadas no extrato de solo e S2- no
controle, R1- média do comprimento da raiz no extrato de solo e R2- no controle

Figura 5 - Estufa e Placa de Petri com sementes e papel filtro embebido pela solucéo do
solo.

Fonte: Autora.
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4.6 Analise estatistica

A comparacdo de médias dos ensaios de biodegradacéo foi realizada pelo Teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, empregando o programa SISVAR,

versao 5.6.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao do solo, contaminante e cossubstratos

A CRA demonstrada foi caracteristica de solos arenosos, por conta da sua
textura, assim como do contelldo da matéria organica no local (FISCHER et al., 2013).
Ap0s o conhecimento da CRA, a biorremediacdo pdde ser conduzida em uma faixa entre
60-70% deste valor, ou seja, entre 24,5 e 28,6%. Sendo assim, permitiu o controle da
umidade e assegurou um bom resultado do bioprocesso. Além disso, as variacfes de pH
também foram determinadas e o solo foi considerado alcalino.

Os hidrocarbonetos presentes nas amostras dos solos também foram revelados e
mostraram um TPH proximo a 450.000 mg/Kg. Os HPA detectado foram o naftaleno,

fenantreno e pireno.

5.2. Ensaio de Biodegradacéo dos HPA

Apds um periodo de 60 dias constatou-se, uma importante reducédo do fenantreno
e do pireno, assim como a principal fonte de carbono que foi utilizada durante o processo
pelos consdrcios microbianos suplementados com as tortas. Os resultados estdo expressos
na Tabela 7.

As condicGes que mostraram o melhor percentual de degradacdo para ambos
foram, respectivamente, 1 e a 3. Na condi¢do 1, o valor de 6leo e torta considerados foram
as menores admitidas pelo experimento. J& na 3, o volume de 6leo foi 0 mesmo enquanto

a massa de torta de algodéo e gergelim estavam duplicadas.

Entretanto, os reatores acrescidos pela torta de algoddo, estatisticamente,
apresentaram diferencas nos tratamentos com o consércio 1. Em relacdo ao fenantreno, o
melhor resultado estava presente na menor concentracdo do contaminante,
independentemente do cossubstrato. No entanto, o pireno indicou que a associa¢édo 1 foi
conexo a fracdo do contaminante presente. Tendo em vista que, apesar da maior parte
reduzida do pireno ter sido a partir da menor fracdo de 6leo considerada (40ml/Kg), a
concentracéo da torta ndo foi um fator limitante na reposta.

Na conjuncéo do consorcio 2 e torta de gergelim, levando em conta o fenantreno
e 0 pireno, ndo houve diferenca estatistica nos reatores. Comparando-se 0s dois
consarcios, 0 consorcio 2, todavia, revelou a 20 ml/Kg de 6leo a mais relevante resposta
sobre a reducdo do HPA e que independentemente da quantidade de dleo, ndo existiu

distingdo acerca da remocdo do pireno. Em contrapartida, o fenantreno, na situacdo de
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menor contaminagdo, apresentou 0 mesmo resultado, ou seja, houve uma relagéo de
dependéncia a concentragéo de oleo.

A relagdo massica (A) entre as concentragdes inicial e final do fenantreno foi
registrada entre 0,2 a 1,6 (Tabela 3). Esta variacéo é calculada pela diferenca das relaces
entre as concentragdes final e inicial do HPA-BMM (HPA-BMM), isto €, fenantreno,
com o HPA de alta massa molecular (HPA-AMM), pireno. Quando o valor desta variagéo
é positivo, hd um indicativo da utilizacdo preferencial pelos HPA-AMM (ZHANG et al.
2009, TOLUN et al., 2006, KOHLMEIER et al. 2005).

Tabela 7 - Média da degradacédo do fenantreno e pireno pelos diferentes consorcios na
presenca dos cossubstratos™*.

% de degradacao**

Reatores  Oleo (ml/Kg) Torta(g/Kg) FEN PiR A DP
Algodao
1 10 5 78,3+0,1Ca 80,6+0,1Ba 0,2 PIR
2 20 5 65,3+0,3 Aa 79,6+0,2Aa 04 PIR
3 10 10 78,8+0,3Ca 80,7+0,3Ba 0,4 PIR
4 20 10 72,8+0,2Ba 79,6+0,2Aa 04 PIR
Gergelim
1 10 5 79,9+0,1 Aa 80,2+0,1 Aa 04 PIR
2 20 5 76,5+0,3 Ab 79,0+t0,2Aa 16 PIR
3 10 10 77,7+0,3 Aa 80,1+0,2Aa 04 PIR
4 20 10 77,1+0,1 Ab 79,4+01Aa 09 PIR

* considerando as perdas abidticas de 11,7+0,1 e 12,6+0,1 quando empregados 20 e 40 mL/Kg de 6leo nos
reatores, respectivamente; FEN - fenantreno; PIR — pireno; A - varia¢do da relagdo massica inicial e final
entre FEN e PIR; DP — degradacdo preferencial. ** Média de degradacdo do fenantreno e pireno seguidas
da mesma letra minuscula na coluna e da mesma letra mindscula na linha néo diferem significativamente,
entre si, pelo teste de Scott-Knott, (p < 0,05).

5.3. Quantificagdo microbiana.

O teste prova que o estimulo da microbiota implica uma suplementacéo
favoravel com as tortas.

Ambos 0s consorcios tiveram concentragdes iniciais similares (cerca de 108
UFC/g) e curvas de crescimento semelhantes ao longo do processo, sem demonstrar

reducdo até o fim do experimento.
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Figura 6 - Quantificacdo das bactérias heterotroficas cultivveis com uso da torta de
gergelim.

Condices: 1 reator 1 e 2 (10ml de 6leo e 5g de torta de gergelim); 2— reator 3 e 4 (20 ml de 6leo e 5g de
torta de gergelim); 3— reator 5 e 6 (10ml de 6leo e 10g de torta de gergelim); 4- reator 7 e 8 (20 ml de 6leo
e 10g de torta de gergelim).

Figura 7 - Quantificacdo das bactérias heterotréficas cultivaveis com uso da torta de
algodéo.

CondicGes: 1- reator 1 e 2 (10ml de 6leo e 5g de torta de algod&o); 2— reator 3 e 4 (20 ml de 6leo e 5g de
torta de algodéo); 3— reator 5 e 6 (10ml de 6leo e 10g de torta de algoddo); 4- reator 7 € 8 (20 ml de 6leo e
10g de torta de algodao).
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5.4. Respiracdo Microbiana

Os resultados do teste de respiracdo microbiana complementam as informagdes
anteriormente citadas tanto com relacdo a quantificacdo das bactérias heterotroficas
cultivaveis, como a fonte de hidrocarboneto preferencial e degradacdo do fenantreno e
pireno. Nas Figuras 8 e 9 estdo demonstradas as médias das estimativas de emissao de
gas nos reatores segundo sua suplementacéo, ou torta de algodédo ou torta de gergelim.

Dentre todas as situagdes, considerando a maior taxa de respiracao, 0s consocios
dos reatores mais representativo foram o 3 e 4. Ja os reatores 1 e 2 apresentaram as
menores emissdes. Além dessas analises, a proporcdo de degradacdo dos reatores 3 e 4
foram diretamente proporcionais a taxa de respiracédo, pois quanto maior foi o indice de

respiracdo mais elevado o valor de degradacéo.

Figura 8 - Estimativa da emissdo de gas carbdnico nos reatores suplementados com
torta de gergelim.

Condigdes de 6leo (mL/Kg) e de torta (g/Kg), respectivamente nos reatores:; 1-10 e 5 (cinza); 2—-20e 5
(azul claro); 3-10 e 10 (preto) e 4 — 20 e 10 (azul).
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Figura 9 - Estimativa da emisséo de gas carbonico nos reatores suplementados com
torta de algodéo.
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Condigdes de 6leo (mL/Kg) e de torta (g/Kg), respectivamente nos reatores: 1- 10 e 5 (cinza); 2-20e 5
(azul claro); 3 -10 e 10 (preto) e 4 — 20 e 10 (azul).

5.5. Ensaio de Fitotoxidade
As Tabelas 4 e 5 mostram os resultados do teste de fitotoxidade, no que se refere
ao indice de germinacéo (1G).

Tabela 8 - indice de germinacio (%) das sementes antes e apds a biorremediag&o
associada a suplementacéo da Torta de Algodao.

Solo suplementado com torta de algodao

Plantas Solo Volume de 6leo (mL/Kg): massa de torta (g/KQg)
contaminado
10:05 10:10 20:05 20:10
B. nigra
C. anguria
Z. mays

Classificacdo da fitotoxidade: (m) alta, (' ) moderada e (=) nenhuma (ANASTASI et al., 2009).
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Tabela 9 — indice de germinacéo (%) das sementes antes e apos a biorremediacao
associada a suplementacédo da Torta de Gergelim.

Solo suplementado com torta de gergelim

Plantas Solo Volume de 6leo (mL/Kg): massa de torta (g/Kg)
contaminado
10:05 10:10 20:05 20:10
B. nigra 87,0+0,1 60,6+0,1
C. anguria
Z. mays 148,8+0,1 633,4+0,1  104,9+0,1  550,0+0,1

Classificacao da fitotoxidade: (m) alta, ( ) moderada e (=) nenhuma (ANASTASI et al., 2009).

A partir das distintas condi¢cdes de acréscimo de cossubstratos, sejam eles
algoddo e gergelim, afere-se resultados divergentes. Na primeira situacdo, ensaios com
adicdo de algodao, ndo se observou alteracdo na fertilidade do solo apds 60 dias de
tratamento.

J& na segunda, Brassica nigra se revelou menos sensivel aos teores de 6leo no
solo. Cucumis anguria, indicou alta toxicidade em todas as circunstancias. Por outro lado,
Zea mays, cientificou que a toxicidade foi eliminada em todos os tratamentos.

Na Figura 10, pode-se observar aspectos das sementes germinadas e o

desenvolvimento das plantas, apds 5 dias de incubacao.
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Figura 10 - Sementes germinadas e desenvolvimentos da Brassica nigra, Cucumis
anguria e Zea mays.

Nde ..

Fonte: Autora.
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6. DISCUSSAO

Inimeros sdo os indicadores que podem influir na qualidade fisica do solo,
entretanto os académicos, de modo geral, compartilham que a matéria organica cumpre
uma importante funcio na subsisténcia desses indicadores (AGOSTINI JUNIOR, 2016).
A matéria organica € tida como um dos indicios mais eficientes na avaliacdo da qualidade
do solo, inferindo em aspectos, como: direcionamento da capacidade de troca catidnica,
capacidade tampéo, favorecimento da biota local e agregacdo do solo, operacdo na
retencdo e infiltracdo da &gua, aumento da aeracdo e diminuicdo da densidade do solo
(CONCEICAO et al., 2005). A matéria organica, também, é capaz de influenciar na
disponibilidade e biodegradacdo de poluentes organicos no solo. E, a capacidade de
sorcdo do mesmo, também pode interferir na predisposicdo dos contaminantes (SILVA,
2005).

LABUD; GARCIA; HERNANDES (2007) estudaram a consequéncia da
contaminacdo de solos por hidrocarbonetos nas populagdes microbianas em solos
arenosos e argilosos. Nessa analise, foi constatado que os efeitos toxicos da contaminagdo
por hidrocarbonetos foram maiores em solos arenosos. Os solos argiloso e arenoso
apresentam o aumento da respiracdo microbiana quando adicionados de petréleo bruto e
Oleo diesel, j& com a adicdo de gasolina obtém-se pequeno efeito nesse parametro.
Portanto, o 6leo diesel e o petr6leo bruto apresentam menor efeito inibidor sobre a
hidrélise de N, F e C de ambos os solos (MADER, 2016). Apesar das taxas de gasolina e
6leo diesel do solo arenoso trabalhado estarem aproximadas, a taxa de respiracdo foi
relativamente consideravel no estudo do ensaio de biodegradacao.

O solo ¢ a porgdo mais afetada de um ecossistema no que diz respeito aos HPA.
Tal afirmacdo foi recentemente ilustrada num estudo, pelo qual se avaliou a distribuigédo
dos HPA no solo, correlacionando a ocorréncia, extrapolando para a ciclagem dos
compostos em nivel global. Foi observado que dadas as caracteristicas intrinsecas dos
HPA, a concentragdo dos HPA-BMM aumenta, em escala logaritmica,
proporcionalmente a distancia da fonte, enquanto nos HPA-AMM esta relacdo €
inversamente proporcional, concentrando-se mais proximos a origem da contaminacao
(YUAN et al., 2015). Em complemento, os HPA de trés e quatro anéis sdo mais
prevalentes em solos, por muitas vezes configurando elementos persistentes e/ou
recalcitrantes (WU et al., 2013). Neste contexto, a reducdo significativa observada entre
aproximadamente 65 e 80% do fenantreno e 79 a 81% do pireno sugere que as condi¢des

aplicadas no estudo, confirmam a eficiéncia do processo
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A suplementacdo com as tortas de gergelim e algodao incitaram a degradacao
dos HPA a partir da estimulacdo dos consércios microbianos acrescido ao solo.
Sugerindo que a associacdo entre as especies foi benéfica para a utilizacdo dos
hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel (LEAL, 2009). Essa decorréncia, corresponde
com o esperado pela literatura, que propGem que 0s consércios sao mais efetivos durante
a biodegradacdo de poluentes (WYSZKOWSKA, 2001; GHAZALI et al., 2004). Além
disso, 0 aumento da massa do cossubstrato ndo influenciou na remocéo, podendo assim
ser utilizada menos quantidade de um coproduto que em tese, impactaria mais o ambiente
a ser tratado.

Os micro-organismos apresentam uma habilidade degradadora decrescente com
0 aumento da cadeia dos hidrocarbonetos, bem como com o aumento da complexidade
de suas estruturas (TRINDADE, 2002; LOEHR et al. 2001). De modo geral, quanto maior
0 numero de atomos de carbono de um hidrocarboneto, maior a sua persisténcia no
ambiente (MARQUES JR., 2002). Os hidrocarbonetos insaturados sdéo menos suscetiveis
a biodegradacao se comparados aos hidrocarbonetos saturados.

A variacdo da relacdo massica inicial e final dos HPA revelou gue o pireno foi o
composto preferencial do consércio. A preferéncia por HPA de alta massa molecular, isto
¢, com mais de 4 anéis condensados, é pouco reportada na literatura (VASCONCELOS,
DE FRANCA e OLIVEIRA, 2011). Isto pode ser explicado pelo fato dos micro-
organismos possuirem enzimas que viabilizam a transformacdo desse HPA em
intermediarios das rotas metabdlicas e, consequentemente esses HPA possam servir de
fonte de carbono e energia (JACQUES, 2007). Sugere-se que as tortas participaram como
adjuvante do processo de assimilacdo do HPA. Assim, pode-se dizer que favoreceram a
sintese de substancias microbianas, as quais contribuiram para aumentar o bioacesso ao
pireno nos agregados do solo, seguido de sua assimilagdo (GONG et al., 2007).

O desempenho da agdo microbiana pode ser avaliado de diversos modos, como
a medicdo da sua biomassa, atividade de certas enzimas no solo, medidas da respiragéo
basal, dentre outros (TOTOLA, et al 2002). E, a anélise de micro-organismos in situ é
imprescindivel para aferir a acdo hidrocarbonoclastica na natureza (SANTOS, 2013).
Contudo, ao decorrer do processo, 0 cossubstrato também estimulou a microbiota. Apesar
de todos os reatores tenderem aos valores iniciais, sugerindo o acarretamento dos
fendmenos de esgotamento de nutrientes e/ou producdo de metabdlitos tdxicos
(BALLAMINUT e MATHEUS, 2007).

Sabendo que para um resultado positivo da biodegradacéo deve-se ter o consumo
da matéria orgéanica e liberacdo de CO, (TONINI et al., 2010), a realizacdo do ensaio

proporcionou a verificagdo indireta da diminui¢cdo do carbono organico em todas as
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condigdes testadas (RIBEIRO et al, 2015). A deteccdo do CO2 pode servir como
parametro de comparacgdo da eficiéncia metabolica dos consorcios. A emissdo de gas foi
proporcional ao teor de torta suplementado no solo dos reatores. Quando a menor
concentracdo de contaminante foi empregada, concentracbes menores de CO> foram
determinadas, ao passo que no emprego de concentragdes maiores, as maiores emissoes
foram detectadas. Sendo assim, o teste revelou as propriedades hidrocarbonoclésticas da
microbiota. Ressalvando que dada as condicdes dos testes, os resultados ndo expressam
apenas 0 CO, acumulado como produto da degradacdo dos HPA, pois parte deles podem
ter origem nos demais compostos presentes, tais como, outros hidrocarbonetos nas
diferentes frac6es do 6leo lubrificante, como o 6leo residual existente nos cossubstrato.

Com relacdo aos ensaios de fitotoxicidade, a germinacdo das sementes é um
processo gque envolve diversos eventos fisioldgicos, influenciados por fatores intrinsecos
e extrinsecos da planta, tais como luz, temperatura e presenca de substancias inibidoras
(BEWLEY, 2012; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

O efeito fitotoxico sobre a fertilidade do solo, proposta por Anastasi et al. (2009)
é considerado alto se o IG < 50%, moderado, se 50 > IG < 80% e nulo, se IG > 80%.
Desta forma, no inicio do teste, comprovadamente o solo necessitava de uma intervencao
e todas as plantas indicavam esta acdo, especialmente Zea mays. O teste indicou que o0
consorcio 2 ao utilizar a tortas de gergelim como cossubstrato, permitiu o estabelecimento
da fertilidade do solo, relacionado a concentracdo de cossubstrato adicionado, sugestivo
que nos reatores contendo as maiores por¢des do 6leo, a microbiota parece ter preferido
a torta como fonte de carbono. Por outro lado, o tratamento no qual foi utilizado o
consorcio 1 e a torta de algodao, ndo houve alteracdo no estado de fertilidade do solo,
possivelmente ocasionada por metabolitos toxicos presentes e/ou outras fracGes do 6leo
lubrificante.

Todas as plantas testadas se mostraram boas indicadoras, no entanto, Z. mays foi
0 vegetal mais importante do teste. Este resultado foi diferente dos geralmente relatados
na literatura, que assume o fato de que sementes grandes, claras e dotadas de um
cotilédone sejam mais resistentes por apresentarem altas reservas nutricionais (TIQUIA
et al., 1996). Em todas as condi¢des abordadas neste estudo, o IG de germinacédo de Z.
mays aumentou, partindo de 0% para valores superiores a 600%. A principio, pode-se
pensar que a amostra do solo avaliada para a preparacdo do extrato, pudesse estar mais
concentrada com 6leo em relacdo ao restante do solo distribuido no reator. Sugerindo, a
presenca de outros compostos, principalmente os mais volateis, influenciando de forma
negativa no desenvolvimento das raizes (ADAM e DUNCAN, 2002). Outra condicdo

possivelmente implicita, seria o resultado atrelado ao tamanho médio da semente de Z.
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mays, 8,8+0,7 mm, haja vista que suas reservas podem ter contribuido para o aumento do

IG. O processo de germinacgdo inclui fatores intrinsecos da semente como 0s mais
relevantes quando equiparados as varidveis do meio externo (CORDAZZO e
ARACAMA, 1998).

A teoria de que outros hidrocarbonetos e seus metabdlitos toxicos presentes
podem ter influenciado de forma significativa no teste, fundamenta-se nos 1G obtidos com
B. nigra e C. anguria a qual ja foi apontada em um estudo prévio, como a melhor
indicadora, entre os tipos de sementes testadas (VASCONCELOS; OLIVEIRA e DE
FRANCA, 2010). Apesar da significativa remogdo de fenantreno e pireno, estes
hidrocarbonetos ndo foram os Unicos contaminantes presentes no solo, onde o teor de
hidrocarbonetos totais do petrdleo se aproximou a 450.000 mg/Kg (vide Tab. 1).

Os conhecimentos em relacdo ao uso de tortas no processo de biorremediacédo
sdo prévios, portanto conjectura-se relevante importancia para o presente estudo, uma vez
que se mostra possivel a reutilizacdo desses residuos industriais. Anteriormente, foi citado
gue uma alternativa é utilizar essas tortas como racdo para animais, mas o algodao, por
exemplo, é toxico e ndo pode receber tal destinacdo (GADELHA ET AL., 2011). Nesse
contexto, o potencial econdmico e ambiental dos subprodutos pode ser explorado, assim,
dar-se um novo significado as tortas de gergelim e algoddo as quais, de modo geral, eram

apenas descartadas.
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo com as tortas de algodao e gergelim permitiram a degradacao
do fenantreno e do pireno por meio da estimulacdo do consércio microbiano,
reconhecidamente versateis. Do ponto de vista metabdlico, reduziram de forma
significativa os teores dos HPA estudados. Além de revelar que, independente do teor de
0leo, menos cossubstrato pode ser aplicado. Portanto, o aumento da massa do
cossubstrato ndo influenciou na remocéo, podendo assim ser utilizada uma menor
quantidade de um coproduto que em tese, impactaria mais o ambiente a ser tratado.

Dentro das perspectivas exploradas, as tortas comportaram-se como bons
estimulantes para a microbiota, auxiliando a manutencdo de uma elevada taxa
populacional microbiana por todo o processo.

Ap0s o tratamento, C. anguria se mostrou o melhor indicador de compostos
toxicos remanescentes.

Dado o exposto, deve-se considerar a possibilidade de novos testes com aumento
do tempo de bioprocesso e concentracdo das proprias tortas. Existindo énfase, também a
trabalhos dedicados com metais pesados, tanto a partir de sua remocgéo e resisténcia

bacteriana, quanto ao efeito sobre sementes em ensaios de ecotoxidade.
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