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RESUMO

A contaminacgdo de solos e aguas por hidrocarbonetos derivados do petr6leo é uma grande preocupacado atual
devido as caracteristicas téxicas, mutagénicas ou carcinogénicas desses compostos. Uma vez detectada a
contaminacao, é necessario que processos de remediacdo sejam aplicados como forma de protecdo ambiental e
salde humana. Dentre as técnicas de remediacdo, a biorremediacdo se destaca pelo baixo custo quando
comparada as demais técnicas fisico/quimicas e também pelo apelo ambiental, ja que usa o metabolismo
microbiano para degradar os poluentes no ambiente. Assim, este trabalho isolou e avaliou as caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas de uma linhagem bacteriana a partir de agua subterrdnea contaminada por
hidrocarbonetos. Tal linhagem foi identificada como Bacillus sp. e se mostrou capaz de biodegradar diversas
fracBes de alcanos presentes no diesel assim como também produziu biossurfactantes. Tais caracteristicas
apontam essa linhagem como potencial agente biolégico a ser aplicado em programas de biorremediacdo de
ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petréleo.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediagdo, Diesel, Agua Subterranea

INTRODUGAO

A contaminacdo de solos e &guas subterrdneas por derivados de petroleo representa um grave problema
ambiental que vem crescendo nas Ultimas décadas. Tal contaminacdo ocorre principalmente durante a
exploracdo, refino, estocagem, transporte e comercializacdo desse recurso energético (HASSANSHAHIAN et
al. 2013). No ambiente urbano, a principal atividade antropica responsavel pelas contaminacdes por
hidrocarbonetos de petréleo é a comercializagdo dos mesmos em postos de combustiveis.

O petroleo é uma mistura complexa que contém varios compostos, sendo que os hidrocarbonetos (alifaticos ou
aromaticos) representam a fracdo majoritaria. Em menores quantidades também estdo presentes 0s compostos
ndo hidrocarbdnicos e outros componentes organicos e alguns constituintes organometalicos, como complexos
de vanadio e niquel. (TONINI et al. 2010). Dentre as diversas fracfes do petréleo, a aromatica, representada
pelos compostos monoaromaticos como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e PHA
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) sdo contaminantes ambientais que sdo tdxicos, mutagénicos ou
carcinogénicos (COSTA, 2001). Assim, ambientes contaminados por essas substancias devem ser submetidos
ao processo de remediacao.
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Dentre as técnicas utilizadas para remediar ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, merece
destaque, devido ao baixo custo e por ser considerada ecologicamente correta, a biorremediacdo. Esta utiliza
microrganismos ou suas enzimas para degradar os poluentes presentes no ambiente (MORAIS et al. 2014). Os
principais microrganismos responsaveis por esse processo sao as bactérias e fungos, tanto as leveduras quanto
os fungos filamentosos. Diversos sdo os géneros microbianos citados na literatura que demonstraram
capacidade de biodegradacéo de hidrocarbonetos podendo ser citados os géneros bacterianos Pseudomonas,
Paenibacillus, Stenotrophomonas, Alcaligenes, Bacillus, Sphingomonas, Mycobacterium, Rhodococcus,
Halomonas, Marinobacter, Microbacterium e Corynebacterium (GUO et al. 2010; HASSANSHAHIAN et al.
2012; HASSANSHAHIAN et al. 2014; ROY et al. 2014) e os géneros flngicos Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Eupenicillium, Paecilomyces, Bjerkandera, Irpex, Lentinus e Mucor (VALENTIN et al. 2006;
MARCHUT-MIKOLAJCZYK et al. 2015; AMEEN et al. 2016).

Dentro desse contexto, a busca por linhagens microbianas degradadoras de hidrocarbonetos para uma possivel
aplicacdo em processos de biorremediacdo se faz necessaria. Assim, este estudo teve como objetivo
caracterizar morfoldgica e bioquimicamente uma linhagem bacteriana isolada de 4gua subterrdnea contaminada
por hidrocarbonetos de petréleo e avaliar o seu potencial em degradar tais compostos, assim como a habilidade
de produzir biossurfactantes.

MATERIAL E METODOS
AGUA SUBTERRANEA CONTAMINADA

A linhagem bacteriana foi isolada de agua subterranea contaminada por hidrocarbonetos de petréleo. A
contaminacao foi originada por um posto de combustivel localizado na cidade de Alta Floresta — Estado de
Mato Grosso. Este municipio situa-se no norte do Estado entre as coordenadas 55° 50’a 57° 00" O e 9° 30’ a
10° 40’ S, localidade que predomina o bioma Amaz6nico. O posto de combustivel estd localizado na regido
central de Alta Floresta e de acordo com a Secretaria de Estado do Meio Ambiente (SEMA) de Mato Grosso
ha um histdrico de contaminagdo de combustivel desde 2006.

ISOLAMENTO DA LINHAGEM BACTERIANA

O meio de cultura Bushnell Haas (BH) foi utilizado para se efetuar o enriquecimento de bactérias degradadoras
de hidrocarbonetos a partir de amostras da agua subterranea. Esse meio consistia de (g/L): 0.2 MgSQy, 0.02
CaCly, 1.0 K;HPOy4, 1.0 KH2PO4, 1.0 NH4NOs3, 0.05 FeCls e pH 7.0 e foi suplementado com 1% (v/v) de diesel
como Unica fonte de carbono. Aliquota de 3 mL de &gua subterranea foi adicionada em frascos Erlenmeyers
contendo 100 mL de meio BH e os fracos foram incubados por 7 dias a 30 °C e 150 rpm de agitacdo. Ap6s
esse periodo, 3 mL do meio foram inoculados em um novo meio BH e incubados nas mesmas condi¢des. Apds
uma série de seis repeticdes desse processo, 1 mL do meio BH foi diluido em solugdo salina (0.85% m/v)
estéril e posteriormente plagueado em meio de cultura Agar Nutriente. Apds o crescimento das bactérias,
aquelas que apresentaram caracteristicas fenotipicas diferentes foram isoladas pela técnica do esgotamento por
estria.

A partir dos isolados, foram efetuados testes para a confirmacdo da capacidade das linhagens bacterianas em
degradar hidrocarbonetos de petréleo. Esses testes foram feitos por meio da analise do crescimento bacteriano
em meio de cultura BH contendo diesel como Unica fonte de carbono. O crescimento foi avaliado medindo-se a
absorbancia do meio no comprimento de onda 600 nm por um periodo de 96 h. A linhagem que demonstrou
maior crescimento foi selecionada e a caracterizacdo morfologica e bioquimica da mesma foi efetuada de
acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Holt et al., 1998). A Tabela 1 apresenta as
caracteristicas avaliadas.
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Tabela 1: Caracteristicas morfolégicas e bioquimicas da linhagem degradadora de hidrocarbonetos.

Caracteristica

Técnica/Meio de cultura

Morfologia celular

Avaliacdo microscépica

Gram Coloracao diferencial (gram)

Enddsporo Coloragdo a quente com verde
malaquita

Motilidade Picada em meio semi-sélido

Catalase Decomposicdo do perdxido de
hidrogénio

Oxidase Fitas para teste

Teste do citrato

Agar citrato de Simmons

Hidrolise da gelatina

Caldo nutriente suplementado

com 12% de gelatina

Caldo nutriente suplementado
com 1% de amido

Caldo nutriente acrescido de

Hidrolise do amido

Hidrolise de caseina

caseina
Teste do vermelho de | Caldo MR-VP
metila
Teste Voges-Proskauer Caldo MR-VP

Producdo H.S Agar triplice agucar ferro

Fermentacdo glicose, | Agar triplice acucar ferro
sacarose e lactose
Urease Agar ureia

A identificacdo da linhagem selecionada se baseou no seqlienciamento do gene 16S RNA (rRNA). Ap6s as
células da linhagem bacteriana crescerem em meio Caldo Nutriente por 18 h, o seu DNA gendmico foi
extraido utilizando o Kit Bacterial Genomic Miniprep da Sigma Aldrich. O fragmento do gene 16S rRNA foi
entdo amplificado usando os primers 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492r (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Os produtos da PCR foi purificado usando o Kit GFX™ PCR Purification
(GE Healthcare) e sequenciados pela empresa Genone (Rio de Janeiro, Brasil). A sequéncia do fragmento do
16S rRNA foi entdo comparada coma as sequéncias depositadas no GenBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Database usando a ferramenta BlastN.

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES PELA BACTERIA ISOLADA

Para verificar a produgdo de biossurfactante pela linhagem bacteriana, esta foi crescida em meio Caldo
Nutriente a 35 °C e agitacdo de 150 rpm, durante 24h. Apds, as células em suspensdo no meio foram
removidas por centrifugacdo e o sobrenadante utilizado para se efetuar o Teste de Emulsificacdo. Neste teste,
porgdes iguais do sobrenadante e de algum hidrocarboneto (diesel, querosene, tolueno ou xileno) foram
adicionadas em um tubo de ensaio e agitados em vortex por 2 minutos. A formagdo de um emulsificado indica
a presenca de biossurfactantes. O indice de Emulsificagdo (IE) foi calculado dividindo a altura da camada
emulsificada (CE) pela altura total (AT) e multiplicado por 100 (IE (%) = (CE/AT)*100) (Pruthi e Cameotra,
1997).

DEGRADAGCAO DE DIESEL PELA BACTERIA ISOLADA

A degradacdo das diversas fracdes de alcanos presentes no diesel pela bactéria também foi avaliada. Essa
degradacédo foi feita em meio BH contendo o diesel como Unica fonte de carbono acrescido da bactéria. A
incubacdo foi feita a 35 °C, em agitacdo de 150 rpm por 10 dias. Os alcanos foram determinados por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrdmetro de Massa (GC-MS). Essa determinacdo foi feita pela
empresa Mérieux Nutriciences (Piracicaba, SP, Brasil).
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RESULTADO E DISCUSSOES

A bactéria estudada é um bacilo Gram positivo e sua colénia é de coloracdo branca, com bordas irregulares e
consisténcia cremosa. Apresenta esporos e motilidade negativa. As demais caracteristicas bioquimicas dessa
linhagem sdo apresentadas na Tabela 2. A avaliacdo da sequéncia do gene 16S rRNA permitiu identificar a

linhagem como Bacillus sp.

Tabela 2: Resultado das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da linhagem bacteriana.

Pardmetro Avaliado Resultado Pardmetro Avaliado Resultado
Morfologia Celular Bastonete Hidrolise do amido Positivo
Gram Positivo Hidrolise da caseina Negativo
. . Teste do vermelho de .
Enddsporos Positivo metila (MR) Negativo
Motilidade Negativo Voges-Proskauer (VP) Negativo
Catalase Positivo Uréia Negativo
Oxidase Negativo Fermentacdo glicose Positivo
Teste de Citrato Negativo Fermentacao Positivo
Lactose/Sacarose
Hidrolise da gelatina Positivo Producédo de H,S Negativo

A Figura 1 apresenta a avaliagdo do crescimento bacteriano no meio de cultura BH contendo diesel como Gnica
fonte de carbono. Observa-se o crescimento bacteriano por meio do aumento da absorbancia ao longo do
tempo indicando que o diesel é metabolizado pela bactéria dando suporte para seu crescimento.
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Figura 1: Crescimento da linahagem bacteriana em meio de cultura BH contendo diesel como
Unica fonte de carbono.

Compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial
e possuem alta capacidade emulsificante, sdo denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos
metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras. Dentre algumas funcBes apontadas para os biossurfactantes, esta
a emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insoliveis em 4agua, facilitando o
crescimento do microrganismo nestes substratos (Nitschke e Pastore, 2002). Neste estudo a producdo de
biossurfactantes pela linhagem bacteriana foi avaliada por meio do indice de emulsificacdo (IE). Os IE das
diversas fontes de hidrocarbonetos sdo apresentados na Tabela 3 (medido 5 minutos ap6s a agitacdo em
vértex) e Tabela 4 (medido 24 h ap6s a agitagdo em vortex). Com a emulsificacdo das fontes de
hidrocarbonetos, com excecdo do diesel, conclui-se que a linhagem bacteriana estudada possui a capacidade de

4 ABES - Associacgao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental

AESABESP - Associagao dos Engenheiros da Sabesp



f.g l

LA 4
CONGRESSO ABES
FENASAN 2017

produzir biossurfactantes. A medida do IE apds 24 h é importante para avaliar a estabilidade do biossurfactante
produzido. Houve pequena reducdo do IE para as fontes tolueno e xileno, enquanto que o IE da fonte
querosene ndo se alterou. Isso mostra que o bissurfactante produzido possui certa estabilidade.

Tabela 3: Calculo do IE medido 5 minutos ap6s a agitacdo em vdrtex.

Altura Total (cm) | Camada Emulsificada (cm) IE

Diesel 3,90 0,00 0%
Querosene 4,20 2,40 52%
Tolueno 3,70 2,00 56%
Xileno 3,60 0,40 11%

Tabela 4: Calculo do IE medido 24 h apds a agitagdo em vortex.

Altura Total (cm) | Camada Emulsificada (cm) IE

Diesel 3,90 0,00 0%
Querosene 4,25 2,20 52%
Tolueno 3,80 1,10 29%
Xileno 3,90 0,30 8%

A partir dos resultados da analise de GC-MS foi possivel avaliar a degradacéo das fragdes de alcanos pelo
Bacillus sp. (Tabela 5). Verificou-se que todas as fragGes (C12 a C27) foram degradadas, porém ndo
completamente. Setti et al. (1995) relataram que a taxa de degradacéo das diversas fragdes dos n-alcanos é
inversamente proporcional ao comprimento da cadeia carbdnica. Entretanto, neste estudo ndo foi verificado
esse padrdo sendo que a fracdo que mais foi degradada foi a C21 (92%) indicando que a biodegradacéo dos n-
alcanos também esta relacionada com as caracteristicas da bactéria e ndo somente ao comprimento da cadeia
carbdnica.

Tabela 5: Taxa de degradacéo de alcanos presentes no diesel pela linhagem bacteriana (Bacillus sp.).

n-alcano Taxa de degradacao (%)
C12 21
C13 28
C14 15
C15 25
C16 62
C17 8
C18 17
C19 30
C20 17
C21 92
C22 10
C23 20
C24 17
C25 8
C26 3
C27 12
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CONCLUSAO

A linhagem bacteriana isolada de ambiente subsuperficial (Agua subterranea) foi identificada como Bacillus sp.
Essa possui a capacidade de produzir biossurfactantes que podera ser explorada visando sua producgdo e
aplicacdo em ambientes contaminados por hidrocarbonetos. Tal linhagem também possui a capacidade de
degradar diesel sendo um microrganismo em potencial para ser aplicado em programas de biorremediacdo de
areas contaminadas por derivados de petréleo.
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