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RESUMO

A biorremediagdo surge como alternativa efetiva e competitiva para tratamento de
ambientes contaminados com diferentes produtos xenobidticos, dentre os quais
destacam-se o petréleo como 6leo bruto e, também seus derivados. A biorremediagao
procura apresentar técnicas ecologicas e economicamente sustentaveis para
remediar ambientes poluidos por meio da aplicagdo de organismos vivos,
particularmente microrganismos, que realizam a biotransformagdo do composto
contaminante dominante em produtos que ndo oferecem riscos a saude humana,
animal e ambiental. Esse trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar e avaliar
bactérias com potencial na biodegradacédo de derivados de petréleo, com foco na
atividade dos isolados desafiados em diferentes fontes de carbono, como o éleo
residual oriundo de um tanque de descarte de uma empresa de maquinario agricola,
diesel e querosene. Para o isolamento dos microrganismos, foram montadas
diferentes colunas de Winogradsky para selecionar os organismos mais bem
adaptados a diferentes condigcbes em que o contaminante foi adicionado: Coluna 1:
Solo alho, sendo 1 quilograma de solo e adigdo de 5% (p/v) de ORP; Coluna 2: Solo
alho, sendo 1 quilograma de solo enriquecido com NPK (nitrogénio, fosforo e potassio
—4:14:8) a 10% (p/p) e adigao de 5% (p/v) de ORP; Coluna 3: Solo cana, sendo 1
quilograma de solo e adicdo de 5% (p/v) de ORP; Coluna 4: Solo cana, sendo 1
quilograma de solo, enriquecido com NPK (4:14:8) a 10% (p/p) e adicao de 5% (p/v)
de ORP; e Coluna 5: Solo cana, sendo 1 quilograma de solo enriquecido com NPK
(4:14:8) a 10% (p/p) e ORP em excesso. Embora apresentassem pouca variagao
visual entre si, as diferengas quimicas observadas entre os solos das diferentes CW
influenciaram na selecdo da comunidade bacteriana estabelecida em cada uma delas.
A diversidade das condicbes das CWs montadas refletiu nos diferentes padroes
morfolégicos dos isolados bacterianos, refletindo variagdes na coloragdo, forma,
elevagao, tipo de borda e padrédo de Gram. As bactérias gram-negativas foram
predominantes (~ 80%), consistente com ambientes ricos em M.O disponivel e
variacdes nas tensbes de oxigénio. Alguns dos isolados bacterianos identificados
tiveram assinatura taxonémica com taxons que englobam Providencia vermicola
(EcoRem2 e EcoRem3), Bacillus tropicus (EcoRem4) e uma linhagem proxima de
Pseudomonas aeruginosa (EcoRem1) representam grupos conhecidos por sua
versatilidade metabdlica. A identificacdo de um isolado fungico como Aspergillus
flavus-similar, de significante importancia em biorremediagao, corroborada por analise
filogenética e elevada identidade genética, revelou a presenga de fungo toxigénico na
CW-5. Dentre os 15 consoércios bacterianos isolados, os consorcios CB-R2 e CB-R6
mostraram-se mais eficientes na reducao dos picos cromatograficos de derivados do
petroleo, particularmente quando enriquecidos com querosene, indicando maior
biodegradacdo simultdnea de tolueno e xileno. Estes resultados comprovam a
eficiéncia das CWs em selecionar e escrutinizar microrganismos de interesse
biotecnoldgico. Esses microrganismos isolados, tém potencial de serem adaptados a
ferramentas aplicadas nas técnicas de biorremediacéo.

Palavras-chave: Biorremediagado; biodegradacgédo; contaminantes organicos; solos
poluicéo.
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ABSTRACT

Bioremediation emerges as an effective and competitive alternative for the treatment
of environments contaminated with different xenobiotic products, among which crude
oil and its derivatives stand out. It seeks to provide ecologically and economically
sustainable techniques to remediate polluted environments through the application of
living organisms, particularly microorganisms, that carry out the biotransformation of
the dominant contaminant into products that pose no risks to human, animal, or
environmental health. This study aimed to isolate, characterize, and evaluate bacteria
with potential for the biodegradation of petroleum derivatives, focusing on the activity
of isolates challenged with different carbon sources, such as residual oil from the
disposal tank of an agricultural machinery company, diesel, and kerosene. For
microorganism isolation, different Winogradsky columns were assembled to select
organisms best adapted to the various conditions in which the contaminant was added:
Column 1: garlic soil, consisting of 1 kilogram of soil with the addition of 5% (w/v) ORP;
Column 2: garlic soil, consisting of 1 kilogram of soil enriched with 10% (w/w) NPK
(nitrogen, phosphorus, and potassium) 4:14:8 and 5% (w/v) ORP; Column 3:
sugarcane soil, consisting of 1 kilogram of soil with the addition of 5% (w/v) ORP;
Column 4: sugarcane soil, consisting of 1 kilogram of soil enriched with 10% (w/w)
NPK (4:14:8) and 5% (w/v) ORP; and Column 5: sugarcane soil, consisting of 1
kilogram of soil enriched with 10% (w/w) NPK (4:14:8) and excess ORP. Although the
columns exhibited little visual variation, the chemical differences observed among the
soils of the different CWs influenced the selection of the bacterial community
established in each one. The diversity of conditions in the assembled CWs reflected in
the distinct morphological patterns of the bacterial isolates, showing variations in
coloration, shape, elevation, colony margins, and Gram staining profile, with Gram-
negative bacteria being predominant (~80%), consistent with environments rich in
available organic matter and variations in oxygen tension. Some of the identified
bacterial isolates displayed taxonomic signatures related to taxa such as Providencia
vermicola (EcoRem2 and EcoRem3), Bacillus tropicus (EcoRem4), and a lineage
closely related to Pseudomonas aeruginosa (EcoRem1), representing groups known
for their metabolic versatility. The identification of a fungal isolate as Aspergillus flavus-
like, of significant importance in bioremediation, corroborated by phylogenetic analysis
and high genetic identity, revealed the presence of a toxigenic fungus in CW-5. Among
the 15 isolated bacterial consortia, CB-R2 and CB-R6 proved to be the most efficient
in reducing chromatographic peaks of petroleum derivatives, particularly when
enriched with kerosene, indicating greater simultaneous biodegradation of toluene and
xylene. These results confirm the efficiency of the CWs in selecting and screening
microorganisms of biotechnological interest, and the microorganisms isolated here
have the potential to be adapted for application in bioremediation techniques.

Keywords: Bioremediation; biodegradation; organic contaminants; soil contamination



1. INTRODUGAO

A poluigao dos solos por derivados de petréleo tem se tornado um problema
ambiental de grande escala nos ultimos anos (GIELNIK et al., 2019; SONG et al.,
2019). A contaminacao dos recursos hidricos e do solo € uma consequéncia direta
dos derramamentos de petréleo bruto, que ocorrem globalmente em todas as fases
de sua cadeia produtiva, incluindo processamento, armazenamento e utilizacéo
(KONUR, 2021).

Dada a significativa influéncia de seus compostos alifaticos, aromaticos e
heterociclicos sobre 0os organismos vivos, a poluigdo de ecossistemas por substancias
organicas persistentes, notadamente os hidrocarbonetos derivados do petroleo bruto,
constitui uma preocupagado ambiental de grande relevancia (FENG et al., 2021;
MICHAEL-IGOLIMA et al., 2022). Dentre esses componentes, os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) sdo notaveis por sua persisténcia no meio. Esta
caracteristica € atribuida a suas propriedades fisico-quimicas intrinsecas, como baixa
solubilidade, elevado peso molecular e a estabilidade conferida pela fusao de dois ou
mais anéis aromaticos (PATEL et al., 2020; BARATHI et al., 2023). Adicionalmente, a
capacidade de bioacumulagdo desses compostos esta intrinsecamente ligada a uma
série de efeitos adversos a saude, abrangendo toxicidade celular (citotdxicos),
potencial carcinogénico, mutagenicidade e teratogenicidade (TIAN et al., 2021;
MULLA et al., 2023).

A contaminagao do solo por hidrocarbonetos gera multiplos impactos e de longo
prazo. Os efeitos fisicos incluem alteracbes na estrutura do solo, reducdo da
porosidade e aumento da compactagdo. No ambito quimico, observam-se mudancgas
no pH e na disponibilidade de nutrientes, fatores cruciais para o crescimento e
produtividade vegetal. As consequéncias bioldégicas envolvem a diminuigdo da
atividade, diversidade e composi¢cao microbiana, o que, por sua vez, compromete a
fertilidade e a produtividade do solo. Em ultima analise, a redugao do rendimento das
culturas causada por essa contaminagao acarreta um impacto econdmico significativo
para o setor agricola (MOHANTA et al., 2024).



Diante da urgéncia de recuperagdo ambiental, diversas técnicas podem ser
empregadas no tratamento de solos contaminados por petréleo. No entanto, os
meétodos fisico-quimicos impdem desafios devido ao seu alto custo e a geragéo de
poluentes secundarios (WANG et al., 2021; MEKONNEN et al., 2024; MOKRANI et
al., 2024). Em comparagao, os processos biolégicos, que utilizam fungos, bactérias e
plantas, destacam-se por serem mais sustentaveis e por ndo gerarem subprodutos
téxicos (SHAH e SHAH, 2020). Embora a biorremediacdo seja bastante promissora
para solos contaminados por petréleo devido ao seu custo relativamente baixo e a sua
natureza ambientalmente segura, essa abordagem ainda nao € utilizada com a
frequéncia ideal (FENG et al., 2021; VASILYEVA et al., 2022).

O potencial de degradagao e transformacéao de hidrocarbonetos em metabdlitos
menos téxicos, inerente aos microrganismos e ao seu arsenal enzimatico, constitui o
principio fundamental dos processos de biorremediacdo. Esta € uma abordagem
pratica e econdbmica para solucionar uma ampla variedade de problemas de
contaminagao. Alguns géneros ja descritos na literatura, possuem um alto potencial
na biodegradacao de derivados de petréleo, como Alcanivorax (SCHNEIKER et al.,
2006), Marinobacter (GRIMALD et al., 2012), Pseudomonas (WALD et al., 2015),
Bacillus (LIMA et al., 2019) e Rhodococcus (MO et al., 2022). A metodologia em
questao pode ser aplicada por meio de processos in situ, que consiste na introdugao
de microrganismos diretamente no local poluido, ou ex situ, que requer o transporte
do solo contaminado para uma unidade de tratamento especifica (MOHANTA et al.,
2024). Além disso, a biorremediagcédo pode ser ainda mais eficaz com a utilizagdo de
consorcios microbianos (FENG et al., 2021; CHETTRI et al., 2024). A degradacéao
completa dos diversos compostos presentes no petroleo bruto raramente € alcancada
por uma unica espécie bacteriana. Dessa forma, a otimizagado da biorremediacdo em
ambientes contaminados é obtida por meio da aplicacdo de consoércios microbianos,
que promovem um efeito sinérgico essencial para a eficacia do processo (WU et al.,
2016; KOUR et al., 2021).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi obter recursos bioldgicos na forma de
isolados bacterianos e consorcios bacterianos com habilidade na biorremediacéo de
ambientes contaminados com derivados de petréleo, na forma de 6leo residual

industrial na area agricola.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo consistiu no isolamento, caracterizagcdo e selegdo de
microrganismos e de consorcios bacterianos capazes de biotransformar e biodegradar
Oleo cru e seus derivados, sendo isolados de solos tratados com residuos de 6leo

(borra) de um tanque de armazenamento industrial.

2.2 Especificos
Os objetivos especificos consistiram em:

1) Bioprospeccado e isolamento de bactérias e consércios bacterianos com
metabolismo degradador de 6leo pesado e seus derivados, a partir de solos tratados
com residuo de 6leo lubrificante industrial;

2) Otimizagdo do cultivo dos isolados na presenca de d6leo lubrificante residual
industrial, 6leo diesel e querosene;

3) Determinacéo do potencial de bioconversdo com vistas na biorremediagao;

4) Analise quimica dos compostos biodegradados no caldo de cultura, por
cromatografia gasosa,;

5) Caracterizagdo molecular das bactérias isoladas da coluna de Winogradsky por

meio do sequenciamento parcial do gene 716S rRNA.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Petroleo e seus derivados

A palavra petroleo tem origem no latim petroleum, composto por petra (pedra)
e oleum (6leo), expressao que pode ser traduzida como “éleo proveniente da pedra”.
E um liquido natural, oleoso e inflamavel, composto majoritariamente por
hidrocarbonetos, além de pequenas quantidades de nitrogénio, oxigénio, enxofre e
metais como niquel e vanadio (RAMIREZ-CORREDORES, 2017; LI et al., 2021,
WANG et al., 2021). Sua coloracgéo varia do incolor ao preto, e sua densidade € menor

que a da agua.

Do ponto de vista geoldgico, a origem do petréleo € explicada por duas
principais teorias: a biogénica e a abiogénica, cada uma com implicagdes quimicas
distintas (VOLKOVA et al., 2021).

A teoria biogénica propde que o petrdleo se originou a partir da decomposi¢ao
de matéria organica vegetal e animal. Durante o processo de fossilizagdo, compostos
como lipidios, proteinas e carboidratos sofrem transformacdes térmicas em condigbes
sedimentares, dando origem ao querogénio, materiais precursores ricos em
hidrocarbonetos complexos. A partir desses querogénios, ocorre o craqueamento
térmico, promovendo a formacao de hidrocarbonetos mais leves, como alcanos, por
exemplo, CH4 (metano), C2Hs (etano), CsHs (propano) e aromaticos CeHs (benzeno),
C1oHs (naftaleno) e compostos asfalticos. Tais moléculas apresentam propriedades
quimicas tipicas de hidrocarbonetos saturados ou aromaticos, com ligacoes estaveis
C-C e C-H e cadeias de carbono de variados tamanhos (HOOK et al., 2010).

Ja a teoria abiogénica sugere que o petrdleo se formou por processos
inorganicos, através de reacdes quimicas envolvendo compostos de baixo peso
molecular, como a sintese de Fischer—Tropsch, na qual CO:2 (didxido de carbono) e
H2 (di-hidrogénio) reagem sob altas pressdes e temperaturas. Nessa perspectiva, o
metano (CHa) seria gerado pela redugéo do COz2, enquanto hidrocarbonetos de cadeia

maior poderiam resultar de processos de polimerizacdo ou ciclizagao



(PROSKUROWSKI et al., 2008). Assim, a formagcdo de compostos como alcanos,
cicloalcanos e aromaticos poderia ocorrer independentemente da presenca de matéria
organica, em condi¢des geoldgicas extremas, produzindo moléculas com estabilidade
e propriedades quimicas semelhantes as encontradas no petrdleo natural
(KUTCHEROV e KRAYUSHKIN, 2010).

Das duas hipéteses, a teoria biogénica é amplamente aceita pela comunidade
cientifica, sustentada por evidéncias geoquimicas e isotdpicas que associam o
petroleo a decomposi¢cao de matéria organica acumulada em ambientes aquaticos sob
baixa oxigenagao e agao das bactérias. Ao longo de milhdes de anos, os restos de
organismos foram soterrados por camadas sucessivas de sedimentos, sofrendo
compactagao e aquecimento, o que desencadeou reagdes quimicas que culminaram
na formacao do petréleo. Esse processo ocorre a temperaturas entre 49 °C e 177 °C,
correspondendo a profundidades de aproximadamente 1.500 a 6.400 metros. Quando
a matéria organica € submetida a temperaturas acima desse limite, tende a se
converter em gas natural ou, sob condicdes ainda mais extremas, em grafita
(BRANCO, 2014).

A partir desses processos, forma-se uma mistura complexa de compostos
organicos, os hidrocarbonetos, que constituem a base molecular do petrdleo e
definem suas propriedades quimicas e energéticas. Esse recurso natural, de
importancia crucial, cujo aproveitamento exerceu profunda influéncia sobre o
desenvolvimento socioecondmico global, sendo considerado um elemento vital de
sustentacdo da sociedade moderna e da economia mundial (VASSILIOU, 2018) e é

atualmente a principal fonte de energia do mundo.

Compreender o petréleo desde sua formagao geologica até seus efeitos
ambientais €, portanto, fundamental para o avango rumo a uma transigdo energética

sustentavel.

Para que isso seja possivel, os pesquisadores ao longo dos anos foram
analisando fragbes do petrdleo a fim de reduzir a complexidade do petréleo bruto
(BISSADA et al., 2016; VOZKA, 2019 COVAS et al., 2020).



3.1.1 Composig¢ao quimica e estrutura molecular

Apesar da diversidade de tipos de petroleo existentes no mundo, a proporcao
dos elementos constituintes (C, H, S, N, O e metais) é relativamente constante,
variando mais quanto a estrutura e ao tamanho das moléculas do que em relagao aos

elementos que as compdem (SPEIGHT, 2006).

Tabela 1 - Principais constituintes do petréleo e suas proporgoes.

Elemento Teor em massa (%)
Carbono 82
Hidrogénio 12
Nitrogénio
Oxigénio 1
Sais 0,5
Metais (Fe, Cu etc.) 0,5

Fonte: Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis

3.1.2 Hidrocarbonetos e moléculas-alvo

Os hidrocarbonetos, um dos principais constituintes do petréleo, sdo compostos
formados exclusivamente por carbono e hidrogénio e podem ser agrupados em trés

classes principais:

1. Alifaticos (ou aciclicos): alcanos, alcenos e alcinos, geralmente lineares ou
ramificados, predominantes nas fragdes mais leves, como gases e gasolina.

2. Aliciclicos: compostos por cadeias fechadas saturadas, como cicloalcanos,
comuns nas fracbes médias e pesadas.

3. Aromaticos: estruturas ciclicas conjugadas (ex.: benzeno, tolueno, naftaleno),
com alta estabilidade quimica e amplamente empregados como precursores

industriais e combustiveis de alto desempenho.

Além desses grupos, o petréleo contém heterocompostos (moléculas contendo
enxofre, nitrogénio e oxigénio) e metais trago, como niquel e vanadio, que interferem

na estabilidade térmica e nas etapas de refino. Essa diversidade molecular é



responsavel pelas variagdes de densidade, viscosidade e rendimento energético,

servindo de base para sua classificagao fisico-quimica.

Entre as trés classes principais, os hidrocarbonetos aromaticos destacam-se
por sua relevancia ambiental, toxicoldgica e industrial, o que justifica uma analise mais

detalhada dos seus subgrupos estudados neste trabalho.

3.1.3 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) compreendem um grupo
diversificado de mais de uma centena de compostos organicos, caracterizados pela
presenca de dois ou mais anéis benzénicos fundidos ou condensados em distintas
conformacgdes estruturais. Ocorrem naturalmente no carvao, no petréleo bruto e na
gasolina também sido gerados durante a combustdo incompleta ou a pirdlise de
matéria orgénica (CETESB, 2022). Eles podem ser classificados de acordo com o
numero de anéis aromaticos condensados como HPAs leves (2-3 anéis) ou pesados
(4-6 anéis), sendo estes ultimos mais estaveis e téxicos do que os leves (PURCARO
et al.,, 2013). Alguns exemplos de HPAs sao: benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,

benzo()fluoretano, antraceno, perileno, naftaleno e acenafteno (CETESB, 2022).

Esses compostos sao formados, predominantemente, durante processos de
combustao incompleta de matéria organica. A presenga de HPAs no ambiente decorre
de diversas fontes naturais e antropicas, podendo alcancar a atmosfera por meio de
emissdes vulcanicas, incéndios florestais, queima de carvao e gases de escapamento
veiculares, bem como atingir os corpos hidricos através de efluentes provenientes de

estacdes de tratamento de esgoto e descargas industriais (ATSDR et al., 1995).

Os HPAs podem provocar estresse nas comunidades microbianas do solo,
resultando na redugdo da atividade e do crescimento de bactérias ecologicamente
relevantes, como as fixadoras de nitrogénio, desestabilizando o ecossistema presente
no local (LINDGREN et al., 2014).

Para elucidar a distribuicdo molecular dos HPAs e de outros aromaticos

presentes no petréleo, estudos como o de Coutinho et al., (2022) empregam



metodologias integradas que combinam destilagao fracionada, cromatografia gasosa
(CG) e espectrometria de massas (EM). Apds o fracionamento do petrdleo em
intervalos de ebulicdo bem definidos, cada corte € submetido a CG, técnica na qual
os analitos sdo volatilizados e transportados por uma fase moével gasosa através de
uma coluna capilar revestida com uma fase estacionaria de alta eficiéncia. A
separagao ocorre por diferengcas nos coeficientes de particdo e nas interagdes
intermoleculares entre cada composto e a fase estacionaria, resultando em tempos
de retengao distintos, mesmo para HPAs estruturalmente semelhantes. Em seguida,
os compostos eluidos sao ionizados na fonte da espectrometria de massas,
tipicamente por ionizagao por impacto eletrénico, que promove padroes reprodutiveis
de fragmentagcdo molecular. Esses ions sdo entdo separados segundo sua razao
massa/carga (m/z) e detectados, permitindo tanto a identificagcdo estrutural quanto a
quantificacdo dos HPAs presentes. Para fracbes pesadas, ricas em HPAs de maior
massa e elevada complexidade, recorre-se a espectrometria de massas de ultra-alta
resolucdo, capaz de discriminar compostos isobaricos e determinar formulas
moleculares exatas, ampliando significativamente a capacidade de caracterizagao

petroledbmica e complementando as limitagées da CG convencional (LIU et al., 2023).

Assim, adotar estratégias sustentaveis para a biodegradagcdo desses
hidrocarbonetos torna-se fundamental para mitigar os efeitos deletérios associados a

sua presenga no solo.

Figura 1 - Estruturas quimicas de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos.

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

Benz[alantraceno Criseno Benzo[blfluoranteno  Benzo[kjfluoranteno

Benzo[alpireno  Indeno[123cdpi o Benzo[ghu]penleno

Fonte: Retirado de Yan (2004)



3.1.4 Hidrocarbonetos Monociclicos Aromaticos

Hidrocarbonetos monociclicos aromaticos (HMAs) sdo compostos organicos
presentes no petroleo que possuem um unico anel aromatico, que € um anel de seis
carbonos com elétrons pi deslocalizados, conferindo estabilidade a molécula. podendo
ter ramificagbes saturadas ou insaturadas ligadas a ele. Os HMAs mais abundantes
sdo benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, os chamados BTEXs (CABRERA-
PEREZ et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura molecular de alguns tipos de BTEXs.

CH,
CH, CH,
CH, CH,
CHs
@ CH,
CH,

Benzene Ethylbenzene Toluene o-Xilene m-Xilene p-Xilene

Fonte: Retirado de Do Nascimento (2017)

Os BTEX apresentam elevada volatilidade e moderada solubilidade aquosa,
propriedades fisico-quimicas que decorrem de suas baixas massas molares e da
estrutura aromatica mononuclear, resultando em pressdes de vapor relativamente
altas e coeficientes de particao octanol/agua (log Kow) que favorecem mobilidade entre
fases (ATSDR, 2004).

Em comparacédo com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), os BTEX
tendem a ser menos hidrofébicos e menos persistentes, sendo normalmente mais
biodisponiveis e mais rapidamente atenuados por processos microbianos e perdas
fisicas, ou seja, na volatilizagdo ou diluicdo, embora a taxa de atenuagédo depende

fortemente das condi¢des locais com oxigénio e nutrientes (MARGESIN et al., 2003).

Essa combinagao de volatilidade e solubilidade explica por que os BTEX se

movimentam com facilidade através do perfil edafico e frequentemente atingem aguas
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subterraneas, tornando-se marcadores sensiveis de contaminagdo recente por

derivados de petréleo e vazamentos de combustiveis (CHEN et al., 2022).

No contexto de solos contaminados por BTEX, a caracterizagdo analitica
desses compostos € fundamental para compreender tanto sua dindmica ambiental
quanto a eficiéncia de processos biologicos de degradagao. Estudos recentes
destacam que métodos baseados CG/EM constituem a principal abordagem para
quantificar BTEX em matrizes de solo devido a sua alta sensibilidade, seletividade e
capacidade de diferenciar isbmeros estruturalmente semelhantes, como os diferentes
xilenos. Entretanto, a complexidade fisico-quimica do solo, caracterizada por elevada
heterogeneidade, presenca de matéria organica e forte adsor¢do de compostos
aromaticos, exige etapas rigorosas de pré-tratamento da amostra, envolvendo
técnicas como headspace, microextracao em fase soélida ou extracdo assistida por
solventes. Tais procedimentos sdo essenciais para liberar BTEX retidos na matriz
sélida e garantir quantificacdo precisa, sobretudo em estudos que monitoram a
atividade de bactérias degradadoras, nos quais os teores residuais desses compostos
servem como indicador da eficiéncia da biodegradagao. Dessa forma, a integracao
entre métodos de extracdo adequados e CG/EM torna-se indispensavel para avaliar
a atenuacdo natural ou estimulada de BTEX no solo e para elucidar a resposta
microbiolégica diante da presencga desses hidrocarbonetos monociclicos aromaticos
(VARONA-TORRES et al., 2018).

3.1.5 Classificacao da gravidade API

O petréleo é classificado em leve, médio e pesado com base em duas
propriedades inter-relacionadas, o grau APl (American Petroleum Institute) e a
viscosidade, que juntas indicam a facilidade de extragao, transporte e refino do 6leo
bruto. O grau API é medido pela seguinte féormula:

141,5
APT = DENSIDADE RELATIVA A 60°F 1315
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Essa escala é inversa a densidade, valores maiores de °API indicam maior
“leveza” do 6leo, ou seja, menor densidade, fluidez mais elevada e em geral, menor
teor de compostos pesados (MOHAMMAD e KHORRAMI, 2023).

Costuma-se adotar as seguintes faixas aproximadas segundo a gravidade API:

Tabela 2 - Classificagao dos tipos de petréleo segundo o grau API e seu valor comercial.

Tipo de petréleo °API Valor comercial

Petroleo leve °API > = 31,1 °API Maior valor comercial,

mais facil de refinar

Petréleo médio °APl entre = 22,3 ° e = 31,1 Valor intermediario
°API
Petréleo pesado °API < = 22,3 °API Menor valor, mais dificil

e mais caro de refinar

Fonte: Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural, e Biocombustiveis

Conforme o grau API diminui, o éleo apresenta maior densidade e viscosidade,
maior conteudo de fragdes pesadas (resinas, asfaltenos, metais e heteroatomos) e
menor propor¢ao de hidrocarbonetos leves que originam combustiveis como gasolina
e diesel. Essa classificagcdo € amplamente usada na industria como indicador pratico

da qualidade do dleo bruto e dos desafios técnico-econémicos de seu refino.

3.1.6 Refino e derivados do petrdleo

O refino do petrdleo é o conjunto de processos industriais responsaveis por
transformar o 6leo bruto em derivados comercializaveis. A principal etapa é a
destilacdo fracionada, na qual o petrdleo é aquecido e separado conforme os

diferentes pontos de ebulicdo de suas fracoes.
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As fragdes mais leves, gases, gasolina e querosene, sao coletadas nas zonas
superiores da coluna, enquanto as fragcdes mais pesadas, 6leo diesel, lubrificantes e
asfalto, permanecem nas regides inferiores. Processos subsequentes, como
craqueamento catalitico, reformacao e hidrotratamento, sdo aplicados para quebrar
moléculas maiores, remover impurezas e ajustar o teor de hidrocarbonetos desejados
(COUTINHO et al., 2022).

O querosene € constituido principalmente por hidrocarbonetos de 10 a 16
atomos de carbono por molécula, predominantemente alcanos e cicloalcanos, com
menores proporgoes de aromaticos (BRITANNICA, 2024). Ja o diesel contém entre
50 e 60% de alcanos, 20 a 30% de cicloalcanos (naftenos) e 7 a 30% de aromaticos,
o que influencia propriedades como numero de cetano e eficiéncia de combustao
(IVANOVA et al., 2024).

Comparativamente, o diesel apresenta uma faixa de carbonos maior (C12- C20)
e maior massa molecular média que o querosene (Cg-C1s6), 0 que se reflete em maior
densidade e poder lubrificante (IEA-AMF, 2024). Essa distincdo entre fragdes
destiladas € essencial para compreender o rendimento energético e a aplicagao

industrial de cada derivado.

Figura 3 - Esquema do processo de destilacao fracionada do petrdleo bruto.
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Fonte: http://www.mundoeducacao.com/quimica/refino-petroleo.htm
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3.2 Aspectos ambientais e desafios associados

Apesar de sua relevancia econdmica, o petroleo esta associado a graves
impactos ambientais. O processo de extracdo, transporte e refino provoca emissdes
atmosféricas de compostos poluentes, contaminagdo de solos e aguas, além da

liberagao de gases de efeito estufa.

Durante o refino, a queima incompleta e o descarte inadequado de residuos
geram poluigao atmosférica e riscos a saude publica. Compostos como os HPAs s&o
altamente toxicos e persistentes, acumulando-se em organismos vVvivos e
ecossistemas (TEIXEIRA et al., 2024).

Embora o petroleo seja um recurso estratégico, seus impactos na agropecuaria
sdao profundamente insidiosos e duradouros. Hidrocarbonetos derivados de
derramamentos comprometem a produtividade vegetal por meio de fitotoxicidade,
reducdo de biomassa e disfungdes fisioldgicas nas plantas (DA SILVA CORREA et
al., 2022)

A contaminagao por hidrocarbonetos interfere em processos biogeoquimicos
essenciais, por exemplo, mostram que a nitrificacdo € severamente inibida, o que
pode comprometer a ciclagem de nitrogénio no solo agricola (URAKAWA et al., 2019).
Muitos desses compostos se degradam muito lentamente, o que agrava a persisténcia
da contaminagao e dificulta a recuperagao ecoldgica (BALSEIRO-ROMERO et al.,
2018). Os impactos socioambientais sdo notaveis, onde comunidades rurais que
dependem da terra para sua subsisténcia podem sofrer reducao da fertilidade do solo,

exposicao crbnica a poluentes e desigualdade ambiental (ELLOS e BACOSA, 2025).

Diante disso, pesquisas recentes buscam aprimorar o refino e desenvolver
tecnologias limpas, como processos de biorremediagao e tratamento de efluentes,
capazes de mitigar os impactos ambientais da cadeia do petroleo
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3.3 Bioprospecgao microbiana de hidrocarbonetos

A degradagcdo microbiana dos hidrocarbonetos (HCs) é um processo
bioquimico sequencial e complexo, cuja via metabdlica primaria € determinada pela
disponibilidade de oxigénio no ambiente. Em condi¢gdes aerodbicas, a degradagao é
metabolicamente mais vantajosa e, consequentemente, mais rapida. O ataque inicial
aos HCs € mediado por enzimas oxigenases, que catalisam a introducao de atomos

de oxigénio na molécula do substrato, iniciando a quebra (PEIXOTO et al., 2011).

Para os alcanos (hidrocarbonetos alifaticos), enzimas-chave como as alcano
hidroxilases (e.g., AlkB, P, AImA) convertem o alcano em um alcool, que é
subsequentemente oxidado a um acido carboxilico. Este ultimo é processado pela 3-
oxidagao, gerando acetil-CoA que é entao canalizado para o ciclo do acido citrico para
mineralizagao (PEIXOTO et al., 2011; MAPELLI et al., 2017).

Analises metagenémicas tem destacado a relevancia das Enzimas P (como
CYP53, CYP116, CYP102, CYP645 e CYP52) e de estruturas celulares como o
peroxissomo na oxidacdo, hidroxilacdo e epoxidacdo de HCs, destacando a
complexidade enzimatica envolvida, especialmente em consorcios bactéria-fungo
(LIU et al., 2022; ATAKPA et al., 2022).

A degradacéao de hidrocarbonetos aromaticos € iniciada por dioxigenases, que
promovem a oxidagdo do anel aromatico, resultando na formacédo de catecol ou
analogos. O catecol é entdo submetido a clivagem por catecol dioxigenases, e o0s

produtos sdo integrados as vias metabdlicas centrais (PEIXOTO et al., 2011).

Em ambientes com limitagéo de oxigénio, a degradag¢ao anaerobica torna-se o
mecanismo dominante, sendo essencial em sedimentos, aquiferos e lodos (PEIXOTO
et al.,, 2011). Embora mais lenta, esta via € crucial para a remediagao in situ. A
ativacado do HCs ocorre tipicamente pela adicao de fumarato ao carbono secundario,

catalisada por alquil-succinato sintases (MAPELLI et al., 2017)
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3.4 Biorremediagao

A biorremediacdo € uma ferramenta biotecnoldégica na qual sédo utilizados
microrganismos (bactérias e/ou fungos) ou plantas que possuem a capacidade de
degradar bioquimicamente substancias contaminantes, seja para a limpeza ou
descontaminagao de ambientes afetados por poluentes, com o propdsito de restaurar

o equilibrio ecologico do local.

Estes poluentes ambientais podem ser classificados em inorgénicos, organicos
ou bioldgicos. Os poluentes orgéanicos incluem os residuos domésticos, agricolas e os
industriais e estes podem ser prejudiciais a saude dos seres humanos, dos animais
(SIDDIQUA et al., 2022) e dos microrganismos do solo (AHMED e SINGH, 2025).

Os primeiros estudos na area foram apds o primeiro grande derramamento de
petroleo que se deu no ano de 1989, no Alasca, pelo navio petroleiro Exxon Valdez,

derramando mais de 35 mil toneladas de petréleo no mar (WOLFE et al., 1994).

Nas ultimas décadas, a intensificagcdo das atividades industriais nos setores
petroliferos, agricola, farmacéutico e téxtil tem impulsionado a geragéo de uma ampla
gama de novos produtos, como polimeros, agrotéxicos, farmacos e corantes
sintéticos. Muitos desses compostos demandam ou originam substancias quimicas
incomuns aos organismos vivo, denominados xenobioticos. Em relagéo aos residuos
de petrdleo, essas substéncias podem apresentar um elevado grau de toxicidade,
provocando danos potencialmente irreversiveis a saude humana e aos ecossistemas.
(PURCARO et al., 2013; DOMINGO e NADAL, 2015; RENGARAJAN et al., 2015;
SAMPAIO et al, 2021). Seus produtos de degradacdo sao frequentemente
persistentes e bioacumulativos, podendo induzir efeitos mutagénicos e alterar a
dindmica ecoldgica das comunidades bioldgicas, promovendo a eliminagao seletiva

de espécies e a modificacdo de estruturas troficas funcionais.

As praticas de remediagdo ambiental podem ser com a utilizacdo de
microrganismos autéctones ou introduzidos (nativos ou organismos geneticamente
modificados). Dotados de potencial para a biodegradagao de compostos xenobiéticos,
esses organismos sao capazes de converter tais substancias em produtos de

degradagdo menos recalcitrantes que a molécula inicial ou, em estagios mais



16

avangados, promover a mineralizagdo completa do xenobidtico, originando compostos
simples, como diéxido de carbono (CO;), agua (H20), amoénia (NHz3), sulfato (SO4%) e
fosfato (PO4*) (SILVA et al., 2016).

As estratégias de biorremediagdo podem ser diferenciadas conforme o
ambiente em que sao aplicadas, sendo agrupadas em modalidades in situ e ex situ.
A biorremediacao in situ envolve o tratamento do xenobidtico diretamente no local
afetado, abrangendo abordagens como biorremediagdo passiva, bioestimulagédo e
bioaumentacéo. Por sua vez, a biorremediacédo ex situ requer a remog¢ao do material
contaminado e seu encaminhamento a unidades especificas de tratamento, como

biorreatores, biopilhas ou sistemas de compostagem.
A biorremediacao ¢é aplicada de duas formas:
In situ:

a) De maneira passiva, ou seja, pelos proprios microrganismos presentes no local,
no qual estes vao descontaminando o local passivamente. Devido a
dependéncia dos processos naturais, ela € lenta, o que faz com que haja uma
necessidade da aplicagdo de um conjunto de técnicas.

b) Pela bioestimulacdo, na qual sdo adicionados nutrientes no ambiente
contaminado, a fim de aumentar o crescimento da populacdo dos
microrganismos daquele local, sendo assim, acelerando naturalmente o
processo da biodegradagao.

c) Por bioaumentacdo, que consiste na introdugdo de microrganismos exdégenos
para complementar a microbiota nativa e acelerar a biodegradagao, reduzindo
o tempo de adaptacado microbiana. Contudo, sua aplicagao requer cautela, pois
a insercdo de espécies exogenas pode gerar impactos ambientais

desconhecidos. Esse método costuma ser mais eficaz.
Ex situ:

a) Utilizando-se biorreatores, que sao sistemas fechados nos quais o solo
contaminado é combinado com agua, resultando na formagdo de uma
suspensdo solida. A formacgao da suspensio no interior do biorreator favorece

a maior disponibilidade dos contaminantes aos micro-organismos
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degradadores. Além disso, o ambiente do biorreator € ajustado de modo a
otimizar as condi¢gdes necessarias para maximizar o crescimento microbiano.

b) Por biopilhas, que é a disposicdo do material contaminado em montes. Para
aplicar essa técnica, o solo € escavado e disposto em biopilhas, onde recebe
nutrientes e aeragao, visando estimular a microbiota nativa e intensificar a
biodegradagao dos contaminantes.

c) Com compostagem, que consiste na utilizagdo de microrganismos termofilicos
aerobios em pilhas especialmente estruturadas para promover a degradagéo
dos contaminantes. Nesses sistemas, 0s microrganismos convertem a matéria
organica em compostos mais simples e assimilaveis. Além de favorecer a
decomposicio, essa técnica diminui o volume de residuos enviados a aterros

sanitarios e amplia as possibilidades de reaproveitamento do material tratado.

Diante disso, a biorremediacao € a forma mais econdmica e sustentavel para

degradar poluentes no meio ambiente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

4.1.1 Laboratdrio de Genética Aplicada
Os experimentos de laboratério foram realizados no Laboratério de Genética
Aplicada (LGA) vinculado ao LGBBA (Departamento de Biologia, FCAV/UNESP,

Campus de Jaboticabal).

O Departamento de Biologia esta localizado nas coordenadas geograficas
21°14'37.41"S e 48°17'54.84"W.

Figura 4 - Localizagdo do Departamento de Biologia - FCAV/UNESP.

'gepartamento des
Biologia - FCAV/UNESP

Fonte: Google Earth

4.2 Origem dos solos

As amostras de solo utilizadas no preparo das colunas de Winogradsky foram
obtidas em areas agricolas localizadas no estado de Sao Paulo, Brasil. O solo de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum) foi coletado em quatro pontos distintos na
regido de Bebedouro (20°53'05"S 48°29'29"W). Da mesma forma, o solo proveniente

de cultivo de alho (Allium sativum) foi obtido em quatro pontos da regido agricola de
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Pitangueiras (20°59'25"S 48°14'07"W). Em ambos os casos, a coleta foi realizada em

profundidade de 0 a 20 cm.

Figura 5 - Localizagdo da coleta do solo de cana-de-agucar em Bebedouro — SP.

Fonte: Google Earth

Figura 6 - Localizacdo da coleta do solo de alho em Pitangueiras — SP.

£ 20°5925.0°5148°14'07-0°W

Fonte: Google Earth

Para a montagem das colunas, foi elaborado um pool de amostras, composto
de forma equitativa pelos solos oriundos dos diferentes pontos de coleta, garantindo

uma representacdo homogénea de cada area agricola.

A andlise fisico-quimica dos solos empregados na constru¢ao das colunas de
Winogradsky envolveu a avaliagdo do pH, do teor de matéria organica (M.O) e da

concentracdo de diferentes macro e microelementos. Essas analises foram
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conduzidas pela empresa Athenas Consultoria Agricola, localizada em Jaboticabal,
no interior de Sao Paulo, e os resultados obtidos serviram de base para a interpretagao

desenvolvida ao longo deste estudo.

4.3 Origem do 6leo residual derivado de petréleo (ORP)

O residuo utilizado foi concedido pela empresa Nonino® Industria e Comércio
de Implementos Agricolas Ltda. A coleta foi realizada em tanques de armazenamento
de dleo residual de maquinario agricola (Figura 7) e armazenado em galdes plasticos
de 5 L cada um. Apds isso, foi separado a parte oleosa da aquosa e o ORP foi
armazenado em recipiente de vidro e autoclavado para uso nos experimentos

laboratoriais.

Figura 7 - Unidade (tanque de 2000 litros) para armazenamento e separagdo de 6leo usado pela
empresa Nonino®, que atua no maquinario agricola, da qual serao coletadas amostras (sedimento,
agua e residuo oleoso). (A) Reservatério interno; (B) Vista externa; (C) G Grelha de escoamento para
reservatoério; (D) Detalhe do ponto de captagéo de residuos; (E) Detalhe do ponto de escoamento de
agua ap6s decantagao; (F) Tambores para armazenamento do ORP (Autor: Souza, JAM).

4.4 Montagem da Coluna de Winogradsky (CW)

Foram montadas cinco colunas com os solos das culturas mencionadas

anteriormente (cana-de agucar e alho). Sendo:
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Coluna 1: Solo alho, sendo 1 quilograma de solo e adigéo de 5% (p/v) de ORP;
Coluna 2: Solo alho, sendo 1 quilograma de solo enriquecido com NPK (nitrogénio,
fésforo e potassio — 4:14:8) a 10% (p/p) e adicao de 5% (p/v) de ORP.
Coluna 3: Solo cana, sendo 1 quilograma de solo e adicdo de 5% (p/v) de ORP;
Coluna 4: Solo cana, sendo 1 quilograma de solo, enriquecido com NPK (4:14:8) a
10% (p/p) e adicéo de 5% (p/v) de ORP;
Coluna 5: Solo cana, sendo 1 quilograma de solo enriquecido com NPK (4:14:8) a
10% (p/p) e ORP em excesso.

As colunas tiveram o posicionamento de folha de papel aluminio na parte
inferior das provetas para simulacédo de fase escura da coluna (zona anaerobica) e
tendo como superficie livre a parte superior (zona aerobica) (Figura 8). O experimento

foi mantido nestas condigdes em temperatura ambiente pelo periodo de 40 dias.

Figura 8 - Colunas de Winogradsky montadas a partir dos solos sob cultivo agricola.

o
) Sl
g

.

Fonte: Autora (2022)

Nota: CW-1: solo alho 5%, CW-2: solo alho/ NPK/ 5%, CW-3: solo cana 5%, CW-4: solo cana/ NPK/ 5
% e CW-5: solo cana/ NPK/ 10%.

4.5 Isolamento e Manuteng¢ao de microrganismos a partir da CW



22

Os isolados bacterianos foram obtidos por meio de homogeneizagao e diluicao
seriada de 1 g de amostra de solo de cada CW em solugéo salina [NaCl 0,1% (p/v)].
Diluigdes de 105-108 e foram distribuidas em meio solido de cultivo TSB (Trypticasein
Soy Broth) [composto por (g/L): K2HPO4 (0,6 g); MgSO, (0,2 g); NaCl (0,1 g); Extrato
de Levedura (1,0); Glicose (10,0 g) e Agar (9,0 g); pH 6,9], acrescido de cicloheximida
50 yL/mL e incubadas por cerca de 72 h a 27°C. Colbnias distintas foram obtidas e
cultivadas em meio TSB liquido por 48 h a 27°C, 120 rpm, e estocadas em ultrafreezer
a -80°C, na presenca de glicerol [40% (v/v)].

Na superficie da CW-A observou-se o crescimento de um fungo filamentoso, o
qual foi isolado para estudos posteriores. Este foi coletado com uma alca de platina e
plagueado em placa de Petri contendo meio de cultivo TSB acrescido de ORP a 5%.
Aliquotas deste isolado fungico foram estocadas em ultrafreezer a -80°C, na presencga
de glicerol [40% (v/v)].

4.6 Caracterizagao morfolégica e classificagao de Gram dos isolados
bacterianos.

Apos serem cultivados em meio TSB [composto por (g/L): KaHPO4 (0,6 Q);
MgSOsa (0,2 g); NaCl (0,1 g); Extrato de Levedura (1,0); Glicose (10,0 g) e Agar (9,0
g); pH 6,9] sdélido a 27°C, por cerca de 72 h, os isolados foram caracterizados
fenotipicamente de acordo com a forma (circular, irregular, fusiforme, filamentosa),
coloracédo da colénia (branca e amarela), borda (inteira, ondulada, lobulada,
filamentosa e espiral) e elevagao (plana, elevada, convexa, crateriforme e papilada).

A classificacdo das bactérias em Gram-positivas ou Gram-negativas foi
realizada por meio da técnica de coloragao de Gram (adaptada de Hucker, 1921). Para
o procedimento, utilizaram-se laminas de microscopia, bico de Bunsen, alca de
platina, solugdo de cristal violeta (10 g de corante diluidos em 200 mL de etanol),
solugao de lugol (2 g de iodo e 4 g de iodeto de potassio em 300 mL de agua ultrapura),
solugao de fucsina basica (2,5 g em 1000 mL de etanol), solugao alcodlica (250 mL

de etanol e 250 mL de acetona) e agua destilada.

O processo se deu em condicbes assépticas em fluxo laminar, com a

preparacao do esfregago bacteriano em lamina e posterior fixagao pelo calor, com o
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uso de um bico de Bunsen. Em seguida, aplicou-se cristal violeta por 10 minutos,
seguido da adigdo da solugcdo de lugol por 5 minutos. Apés enxague com agua
corrente, realizou-se a etapa de descoloragdo com a solugao alcodlica e, por fim, a

aplicacdo da fucsina. O excesso do corante foi retirado por nova lavagem em agua.

A diferenciagcdo das bactérias ocorreu a partir da coloragao visualizada no
microscopio optico. As Gram-positivas permaneceram em tons violeta ou azulados,
em fungéo da espessa camada de peptidoglicano que retém o cristal violeta, enquanto
as Gram-negativas assumiram coloragao rosada, decorrente da parede celular mais
delgada e da presenca de membrana externa, que dificulta a fixacdo do corante

primario e evidencia a fucsina na etapa final.

4.7 Extracao de DNA gendémico das bactérias e amplificagao parcial do gene
16S rRNA.

O protocolo utilizado foi baseado nos métodos descritos por Marmur (1961),
com adaptacdes. Células foram lizadas na presenca de lisozima (20 mg/ml) e RNAse
(50 pg/ml) com dodecil sulfato de sédio (SDS) 25% (p/v) e acetato de sédio 3 M pH
5,2. A extracéo organica foi realizada com 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1) (v/v). As amostras foram submetidas a centrifugacao a 20.817 x g, a 4 °C, por
15 minutos, em centrifuga modelo Eppendorf 5804 R. O DNA foi precipitado com dois
volumes de etanol absoluto gelado. O sedimento foi lavado com 1,0 ml de etanol 70%
gelado. O DNA foi quantificado em Nanodrop 2000 Spectrophotometer
(ThermoScientific - Uniscience) e avaliado quanto a integridade por eletroforese em
gel de agarose 0,8% (p/v) contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml).

Os DNAs genbémicos extraidos dos isolados tiveram os 1,5 kb do gene 16S
rRNA amplificados por PCR para a identificagdo do género a que pertencem. Foram
aplicados os oligonucleotideos iniciadores (primers) universais fD1 e rD1 (WEISBURG
etal., 1991), segundo a seguinte reacao: 40,0 ng DNA molde; 7,5 pmol de cada primer
universal; 1,75 mM MgCl2; 0,2 mM de Desoxirribonucleotideos Trifosfatos (ANTPs);
2,0 yl de Tampao 10X; 1U da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume

final de 20 pL. O programa de amplificagédo foi: 94°C/5 min; 35 ciclos a 94°C/30 s,
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56°C/40 s, 72°C/90 s; 72°C/7 min, realizados em um termociclador PTC-100™
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.). A concentragdo foi
determinada em  espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(ThermoScientific - Uniscience) O tamanho e pureza dos amplicons gerados foram

verificados por eletroforese [Agarose 0,8% (p/v)].

4.8 Extracao de DNA gendmico do isolado fungico e amplificagao parcial do
gene ITS (Internal Transcribed Spacer).

Para a extragao de DNA do isolado fungico foi utilizando o kit FastDNA Spin Kit
for Soil (MP Biomedicals), foram adicionados 500 mg de filamentos fungico a um tubo
Lysing Matrix E, juntamente com 978 pL de tampao fosfato de sédio e 122 pL de
tampao MT. Em seguida, o tubo foi colocado no equipamento FastPrep, sendo
processado por 40 segundos a uma velocidade de 6,0 m/s. Apds essa etapa, o
material foi centrifugado a 14.000 x g por um periodo de 10 minutos para a
sedimentacao dos detritos. O sobrenadante obtido foi transferido para um tubo de
microcentrifuga limpo de 2 mL, ao qual foram adicionados 250 pL de PPS, realizando-
se a homogeneizagao por dez inversdes. Essa mistura foi entdo centrifugada a 14.000
X g por 5 minutos para a precipitagdo das proteinas. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um tubo de 15 mL, ao qual foi adicionado 1 mL da Solu¢éo de Ligagao.
O tubo foi invertido por dois minutos e mantido em um suporte por trés minutos. Apds
esse tempo, 500 uL do sobrenadante foram descartados. Para a etapa de ligagao do
DNA, foram transferidos até 600 uL da solugdo para o tubo Spin Filter, que foi
centrifugado a 14.000 x g por 1 minuto, esvaziando-se o tubo coletor em seguida. Este
processo foi repetido sempre que o volume excedeu 600 uL. A etapa de lavagem
consistiu na adicao de 500 pL da solugdo SEWS-M previamente preparada ao Spin
Filter, seguida de centrifugacao a 14.000 x g por 1 minuto e descarte do conteudo do
tubo coletor. O filtro foi novamente centrifugado a 14.000 x g por 2 minutos sendo
entao deixado ao ar por 5 minutos em temperatura ambiente, para completa secagem
do mesmo. Por fim, para a eluicdo do DNA, foram adicionados de 100 pL da solugao
de Eluicdo DES ao Spin Filter, que foi centrifugado a 14.000 x g por 1 minuto. O DNA

obtido no tubo coletor ficou pronto para uso. A integridade foi verificada por
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eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v), corado com brometo de etidio (0,5

Mg/mL).

O DNA gendmico extraido foi utilizado para produzir o amplicon ITS1/ITS4 por
PCR para a identificacdo do género a que o fungo pertence. Foram aplicados os
oligonucleotideos iniciadores (primers) ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), segundo a
seguinte reacdo: 40,0 ng DNA molde; 10 pmol de cada primer universal; 1,75 mM
MgClz; 0,2 mM de Desoxirribonucleotideos Trifosfatos (ANTPs); 2,0 pyl de Tampéo
10X; 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen), em um volume final de 20 pL.
O programa de amplificagao foi: 94°C/5 min; 35 ciclos a 94°C/40 s, 55°C/30 s, 72°C/45
s; 72°C/10 min, realizados em um termociclador T100™ Thermal Cycler (BioRad) O
tamanho e pureza dos amplicons gerados foram verificados por eletroforese [Agarose
0,8% (p/v)].

4.9 Sequenciamento e analise dos amplicons 76S rRNA bacterianos e ITS1/4
fungico.

O produto das PCRs foi purificado utilizando o kit PureLink™ Quick Gel
Extraction & Purification Combo (Invitrogen). Para analise dos amplicons 16s rRNA, o
material foi levado para sequenciamento no Centro de Recursos Biologicos e Biologia
Genbmica (CREBIO), localizado na UNESP/FCAV. As sequéncias obtidas foram
montadas em contigs referentes ao gene 16S rRNA, editadas no software BioEdit e,
posteriormente, submetidas a analise de similaridade utilizando a ferramenta BLASTn
(nucleotide BLAST), disponivel no site do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A busca foi realizada no banco de dados do GenBank. Para o
isolado fungico, o mesmo foi enviado para sequenciamento no Laboratério
Multiusuario de Sequenciamento em Larga Escala e Expressdo Génica (LMSeq —
UNESP/FCAV). O sequenciamento dos amplicons foi realizado utilizando a tecnologia
de eletroforese capilar no aparelho SeqStudio™ Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
de acordo com o protocolo Big Dye terminator v3.1. Com os dados gerados pelo
sequenciamento, procedeu-se a montagem da sequéncia consenso da regiao /TS1-

ITS4 do isolado. Para isso, utilizou-se o programa UGENE v52.1, empregando o CAP3
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para promover a sobreposi¢cao e unido das leituras em um contig unico. As sequéncias
foram submetidas a trimming de qualidade, removendo bases iniciais e terminais com
Phred score < 20, valor que corresponde a uma probabilidade de erro superior a 1%
na leitura. Além disso, procedeu-se a curadoria manual visando maximizar a cobertura
e a coeréncia entre as leituras. A identificagao taxonémica inicial foi buscada por meio
de BLASTn (BLAST v2.16.0+) contra os bancos de dados do NCBI, com indicagbes
de alta identidade com Aspergillus flavus. Porém, para uma analise mais refinada,
utilizou-se o banco UNITE, especializado e voltado ao gerenciamento e curadoria de
sequéncias para identificagcdo molecular de fungos e outros eucariotos. A partir desse
banco, foram extraidas todas as sequéncias relacionadas ao género Aspergillus, as
quais foram posteriormente filtradas com CD-HIT v4.8.1 para remocao de sequéncias
idénticas redundantes (-c 1.0), evitando inflar o conjunto de referéncia. Para
confirmacao filogenética, selecionaram-se representantes de diferentes grupos
taxondémicos do banco curado e construiu-se uma arvore de maxima verossimilhanca
com |IQ-TREE v2.0.7. Como grupo externo, foram incluidas sequéncias de Penicillium
digitatum (RV 06 - KP691033; LGMF1507 - KY978834; LIPP-Pd-2016 - KY558584) e
Neurospora crassa (HT-ITV31 - KF040479; 11-3 - MH507014; S107 - MF076601). O
alinhamento multiplo foi realizado através do MAFFT v7.526, utilizando os parametros
--genafpair (alinhamento local com penalidade de gaps mais flexivel. Indicado quando
ha grandes inser¢des/delegdes internas) e --maxiterate 1000 (refinamento iterativo do
alinhamento até 1000 ciclos). O alinhamento resultante foi trimado com trimAL
v1.5.rev0, para reduzir ruidos (colunas com poucos dados), sem comprometer a
cobertura informativa (-gt 0.6). O modelo evolutivo foi selecionado automaticamente
pelo ModelFinder com base no critério de informagao de Akaike (AIC), resultando na
escolha do TIM2e+G4. A robustez dos nés foi avaliada por 1.000 réplicas de bootstrap
(-b 1000), parametro que indica a frequéncia com que um agrupamento é recuperado

em amostragens repetidas do alinhamento.

4.10 Avaliagao de toxicidade do isolado fungico
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A fim de avaliar a produgéo de micotoxinas, a saber, aflatoxinas do tipo B1, B2,
G1 e G2, o isolado fungico foi enviado em duplicata, cultivado em meio de cultivo TSB,

ao Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL).

4.11 Origem, isolamento e manuteng¢ao dos Consoércios Bacterianos (CB)

Os consorcios foram obtidos através de cultivo em meio de cultivo mineral
salino (ROBERT et al., 1989), pH 6,8, contendo (g/L): NaNOs (4.0); K2HPO4 (1.0);
KH2PO4 (0.5); MgSO4 x 7H20 (0.5); KCI (0.1); FeSO4 x 7H20 (0.01); CaClz (0.01) e
0,05 ml/l de uma solugao dos seguintes elementos tragos: B (0.026%), Cu (0.05%),
Mn (0.05%), Mo (0.006 %) e Zn (0.07%), com a adi¢cdo de 0,5 g de solo de cada fase,
clara e escura das CW, em 15 ml do meio de cultivo, acrescido de 200 uL de
ciclohexamida e 1,0 ml de ORP e 250 uL de 6leo diesel. Foram mantidos por um
periodo de 10 dias em incubadora shaker modelo Forma Scientific, Orbital Shaker a
150 rpm, a 27°C. Apdés os 10 dias, foram feitos repiques dos consércios,
acrescentando 500 uyL do CB antigo, em 15 ml de meio de cultivo mineral salino.
Posteriormente o processo de repique se repetiu mais duas vezes, por periodos de

15 dias, com as mesmas condi¢des mencionadas anteriormente.

4.12 Bioensaios para avaliar a capacidade degradadora de hidrocarbonetos.

4.12.1 Isolados bacterianos

A partir do estoque dos isolados puros, foram selecionados um isolado aleatério
de cada coluna e realizados tratamentos com o mesmo meio liquido acrescido de
diferentes fontes de carbono (ORP, acrescido ou nao por 6leo diesel ou querosene).
Apés o inéculo do isolado, foi distribuido uma camada contendo 0,1% ORP ou
misturas distintas em meio de cultura sélida. O aparecimento de colonias nas placas

foi um indicador da utilizacdo dos respectivos compostos.
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4.12.2 CBs

A origem dos consorcios bacterianos seguiu o procedimento descrito no item
4.8. A partir destes, foram conduzidos bioensaios com a adigao de diesel e querosene,
aplicados aqueles que demonstraram maior capacidade de multiplicagao frente as
diferentes fontes de carbono testadas (diesel ou querosene). Os ensaios foram
realizados em meio mineral descrito por Robert (1989), ajustado para pH 6,8,
contendo (g/L): NaNO; (4,0); K,HPO, (1,0); KH,PO, (0,5); MgSO, x 7H,0 (0,5); KCI
(0,1); FeSO, x 7H,0O (0,01); CaCl, (0,01), além de 0,05 mL/L de uma solugao de
elementos trago composta por B (0,026%), Cu (0,05%), Mn (0,05%), Mo (0,006%) e
Zn (0,07%) em incubadora shaker modelo Forma Scientific, Orbital Shaker a 150 rpm,
a 27°C. O meio também foi suplementado com 0,5% de ORP e 0,5% de diesel ou
querosene. Os mesmos foram plagueados em meio de cultivo sélido TSB, juntamente
com o seu respectivo composto, sendo ele o residuo, diesel ou querosene, por um
periodo de oito dias e analisados a cada 24 horas. A medi¢cdo do seu crescimento foi
por meio de paquimetro. Além disto, foi avaliado a capacidade dos consorcios quanto

a formacgao de biofilme

413 Analise quimica dos componentes de ORP e seus derivados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).

Para os ensaios de biodegradacdo de ORP, acrescido ou ndo de diesel e
querosene, avaliou-se a presenca e quantificagcao dos hidrocarbonetos apods atividade
bioldgica por meio de CG/EM. Tanto o ORP, como os derivados apds bioensaio, foram
quantificados a partir dos cromatogramas de ions reconstruidos obtidos por CG/EM.
Esta analise foi realizada pelo laboratério NDCom (Instituto de Quimica, Unesp de
Araraquara), utilizando um cromatégrafo Shimadzu, modelo GCMS-QP2020, com
injecdo em modo head space, utilizando a volumetria de 250 pyL. As condi¢des de
programacao da coluna SH-Rix-5MS foram: 45 graus/minuto, rampa de 25
graus/minuto até 180 graus, mantidos por 2,8 minutos; injetor a 200 graus, split de
1:50; fluxo na coluna de 1,00 mL/minuto; fase estacionaria de 5% fenil/95%
dimetilpolisiloxano, com uma camada de baixa polaridade; diametro interno (ID) de

0,25 mm; espessura do filme de 0,25 mm. Head space com temperatura de incubagao
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de 90 graus, com tempo de incubacdo de 10 minutos. MS em modo SIM, ions

escaneados m/z 91, 92 e 106.

5. RESULTADOS

5.1 Propriedades quimicas do solo e Colunas de Winogradsky

Com base na tabela 3, notamos que o solo de cultura agricola de alho (tipo A)
possui condigdes quimicas mais favoraveis ao cultivo agricola do que o solo cultivado
com cana-de-agucar (tipo C). Solos do tipo C mostraram-se moderadamente acidos,
enquanto os solos do tipo A mostraram-se ligeiramente alcalinos ou na faixa ideal.
Solos do tipo A mostram-se favoraveis ao cultivo de diversas variedades de culturas
agricolas, pois possui pH mais adequado, maiores quantidades de CaCl2, matéria
organica (M.O), fésforo (P), calcio (Ca) e possui sua CTC mais elevada. Estas
condicbes seguramente afetaram a abundancia e diversidade dos microrganismos
selecionados nas respectivas CW. O maior teor de M.O no solo contribui para maior
fertilizacdo do solo, para a formacédo da CTC e para a disponibilidade de nutrientes
para as plantas. Por isso, € recomendado que sejam adotadas praticas de manejo que
visem a manuteng¢ao ou o aumento da quantidade de M.O no solo. Ja o célcio € um
dos macronutrientes essenciais para as plantas, juntamente com o nitrogénio, fésforo,
potassio, magnésio e enxofre. Ele desempenha um papel importante na formagéo da
parede celular das células vegetais, na regulagdo do pH do solo e na melhoria da
estrutura do solo. Além disso, o calcio € um dos principais componentes do calcario,
que é um material corretivo utilizado para neutralizar a acidez do solo. A aplicagéo de
calcario aumenta a disponibilidade de calcio no solo e pode melhorar a disponibilidade
de outros nutrientes, como o fosforo (RONQUIM, 2010).

Quanto as CW, nao foram observadas diferencas significativas quanto ao
aspecto visual delas, exceto a coluna com encharcamento (A) que, apds o periodo de
quatro dias, evidenciou através da percep¢ao sensorial uma elevada volatilizacdo de

gases.



Tabela 3 - Analise quimica dos solos alho (A) e cana (C).
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Solos pH M.O P Ca CTC
CaCl2 g/dm3 mg/dm? mmolc/dm?
A1 6,0 25 79 37 72,5
A2 5,9 28 103 47 82,7
A3 6,5 24 111 49 77,1
A4 6,4 27 108 55 87,1
C1 5,2 19 17 19 51,8
C2 5,2 17 11 17 47,9
C3 5,0 16 10 16 47,4
C4 5,1 16 11 17 49,8

Fonte: Autora (2022)

5.2 Caracterizagao fenotipica de isolados da CW

Dentre os isolados bacterianos de cada CW, foram observadas diferencas

morfoldgicas significativas dentre eles e as respectivas CW. Estes diferentes aspectos

evidenciam a presenga de diferentes grupos bacterianos com ampla diversidade

(Figura 9).

Figura 9 - Isolados das CWs crescidos em meio de cultivo solido TSB

Fonte: Autora (2022)
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A tabela 4 mostra os aspectos morfoldgicos das culturas em placa de Petri dos
isolados bacterianos das diferentes CW, ilustrando a diversidade seletiva das
bactérias. O padrao predominante dos isolados bacterianos, quanto a coloragao de
Gram, foi de gram-negativas. Gram negativas corresponderam a aproximadamente
80% dos isolados, com predominancia nas CW 2, 3, 4 e 5. A cor predominante foi
branca nas colbénias cultivadas de isolados de todas as CW, embora verificou-se a
ocorréncia de coldnias vermelhas em 3.2, 3.7 e 3.9. A principal forma de coldnia
observada foi circular, com algumas irregulares e até uma filamentosa (3.2), uma
fusiforme (4.2) e uma puntiforme (4.6). Observou-se o predominio de colbénias planas
e convexas quanto a elevagao das coldnias, com algumas poucas de aspecto elevado
na CW5. Quanto a borda das coldnias, a maioria foi de aspecto inteira, com algumas
onduladas ou lobadas.

A CW2 apresentou a maior variagao de colbnias, presenca de Gram-positiva
(2.3) e colbnias irregulares, onduladas e lobadas, comparada as outras CW. Porém,
a maior diversidade visual foi observada em CW3 quanto aos aspectos colbnias
vermelhas (3.2, 3.7, 3.9), filamentosas, convexas e planares. A CW4 apresentou
elevada propor¢cao de Gram-positivas, correspondendo a seis de dez isolados, e
formas variadas como fusiforme (4.2), puntiforme (4.6). A CW5 destaca-se pela

presenca de colbnias elevadas e lobadas (5.2, 5.5) e formas irregulares e convexas.

Tabela 4 - Aspectos morfologicos das colbnias dos diferentes isolados bacterianos das Coluna de
Winogradsky.

COLUNA GRAM COR FORMA ELEVAGAO BORDA
CW-11 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-1.2 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-1.3 Negativa Branca Circular Plana Inteira
Cw-1.4 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-1.5 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-1.6 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-1.7 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CwW-1.8 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CwW-1.9 Negativa Branca Circular Plana Inteira

CW-1.10 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-21 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-2.2 Negativa Branca Circular Plana Inteira

CWwW-2.3 Positiva Branca Circular Plana Ondulada



32

CW-24 Negativa Branca Irregular Plana Ondulada
CW-2.5 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW- 2.6 Negativa Branca Irregular Plana Lobada
CW-2.7 Negativa Branca Irreqular Plana Lobada
CW-2.8 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-2.9 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-2.10 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-3.1 Negativa Branca Irreqular Plana Ondulada
CW- 3.2 Negativa Vermelha Filamentosa Plana Lobada
CW-3.3 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-34 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-3.5 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW- 3.6 Negativa Branca Circular Plana Inteira
CW-3.7 Negativa Vermelha Circular Convexa Inteira
CW-3.8 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-3.9 Negativa Vermelha Circular Convexa Inteira
CWw-3.10 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.1 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.2 Positiva Branca Fusiforme Plana Inteira
CW-43 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CwW-44 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.5 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.6 Negativa Branca Puntiforme Plana Inteira
CW-4.7 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.38 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.9 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-4.10 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.1 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.2 Negativa Branca Irregular Elevada Lobada
CW-5.3 Negativa Branca Circular Elevada Inteira
CW-54 Positiva Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.5 Negativa Branca Circular Elevada Inteira
CW-5.6 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.7 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.8 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.9 Negativa Branca Circular Convexa Inteira
CW-5.10 Negativa Branca Circular Convexa Inteira

Fonte: Autora (2022)

A figura 10 permite ilustrar a diversidade morfoldgica bacteriana em cada CW.

As CW 1 e 2 apresentaram baixa diversidade com predominancia de col6nias Gram

negativas, brancas e circulares, tipicas de ambientes com condi¢gdes estaveis e pouca

competicdo. As CW 3 e 4 mostraram maior diversidade morfoldgica geral, refletindo

maior variagdo em forma, coloracéo e tipo de Gram, sugerindo ambientes microbianos
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mais complexos e metabolicamente diversificados. Finalmente, a CW 5 mostrou
heterogeneidade intermediaria, com ocorréncia de Gram positivos e variagao na borda
das colbnias, indicando uma fase de transicdo ecologica no gradiente da CW

provavelmente pelo encharcamento do ORP.

Figura 10 - Heatmap da diversidade morfolégica de isolados bacterianos por Coluna de Winogradsky.
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Fonte: Autora (2025)

5.3 Identidade taxonémica dos isolados bacterianos

Com base na diversidade fenotipica das formas de colénias apresentadas nas
respectivas CW, foram escolhidos cinco diferentes isolados bacterianos para terem
sua assinatura taxonémica obtidas através do sequenciamento parcial do amplicon
16S rRNA (Tabela 4).

Para nomear os nossos cinco isolados provenientes das CW'’s, utilizamos a
nomenclatura EcoRem a fim de padroniza-los. Os valores mais altos de similaridade
foram alcangados para os isolados EcoRem3 (99,22%) e EcoRem4 (97,33%),
correspondendo a alta identidade respectivamente com Providencia vermicola e

Bacillus tropicus, respectivamente. Para EcoRem2, o nivel de identidade é limitrofe
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entre género e espécie, mas com possibilidade de identificacdo taxondmica como
Providencia vermicola. Para EcoRem1, apesar do nivel de identidade ter sido
relativamente baixo, pode-se ainda associar este isolado a uma espécie pertencente
ao género Pseudomonas, cuja assinatura correspondeu préximo de Pseudomonas
aeruginosa. Finalmente, EcoRem5 apresentou o nivel mais baixo de similaridade
taxémica (73,86%) podendo corresponder a um taxon diferente, possivelmente novo,

filogeneticamente relacionado a Serratia myotis.

Tabela 5 - Similaridades entre as sequéncias do gene 716S rRNA, dos isolados bacterianos baseados
no GenBank (BLASTn).

Isolado
Nome Referéncia Linhagem Identidade
(Tabela 2)
EcoRem1 1.8 Pseudomonas 88,36%
aeruginosa

EcoRem2 2.1 Providencia 90,48%
vermicola

EcoRem3 3.5 Providencia 99,22%
vermicola

EcoRem4 4.9 Bacillus tropicus 97,33%

EcoRem5 5.8 Serratia myotis 73,86%

Fonte: Autora (2023)

5.4 Bioensaios para avaliar a capacidade degradadora de hidrocarbonetos

Os bioensaios para revelar a capacidade biodegradadora, ou seja, 0 consumo
de derivados de petroleo como unica fonte de carbono foram realizados
particularmente para os consorcios bacterianos (CB). Consorcios adquiridos na
presenca de ORP (CB-ORP) ou na presenga de ORP+Diesel (CB-D) foram desafiados
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com ORP, Diesel (D) e Querosene (Q) independentemente (Figura 11). O
comportamento de apenas um isolado bacteriano (3.2) esta ilustrado na Figura 12, na

presenca dos derivados de petréleo. O foco, contudo, foram nos CBs.

Figura 11 - Perfil de crescimento de consoércios bacterianos em meio de cultivo contendo diferentes
derivados de petréleo como unica fonte de carbono.
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Fonte: Autora (2022)
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Figura 12 - Isolado bacteriano CW-3.2 desafiado em diferentes fontes de carbono.

Fonte: Autora (2022)

A Figura 13 mostra uma analise comparativa dos consorcios bacterianos de
origem distinta cultivados em diferentes fontes de carbono (ORP; D; Q).

O CB-R2 destaca-se pelo melhor desempenho quando cultivado em ORP,
atingindo cerca de 5,0 centimetros ao final do periodo experimental (192hs),
denotando maior adaptabilidade ao residuo original. Por outro lado, os CB-R1 e CB-
R3 foram bastante similares e apresentaram um crescimento mais discreto (~2,0
centimetros) (Figura 13A).

Quando cultivados em Diesel como unica fonte de carbono, varios consoércios
apresentaram um crescimento expressivo (4,0-5,0 centimetros), com destaque para
os CB-R1, CB-R2 e CB-R3 (Figura 13B). Os CB-D5, CB-D2 e CB-D4, também em
Diesel, apresentaram crescimento similar estabilizando em 3,5-4,0 centimetros
(Figura 13D). Nesta mesma condigdo, CB-D1 foi o que apresentou o mais fraco
desempenho.

Quando a unica fonte de carbono foi Querosene, observou-se mais uma vez o
destaque do desempenho do CB-R2, contabilizando cerca de 65 unidades. Os CB-R5
e CB-R3, isolados de ORP, apresentaram desempenho similar e intermediario (3,0-
4,0 centimetros). O CB-R4 destacou-se por ndo apresentar adaptabilidade quando
apenas Querosene estava disponivel como fonte de carbono, nao sendo verificado o
seu desenvolvimento (Figura 13C). Para os CBs isolados em Diesel e desafiados com
Querosene, como unica fonte de carbono, CB-D2 foi o que se destacou apresentando
o melhor desempenho (~4,0 centimetros), seguido por CB-D5 com crescimento

intermediario e CB-D1 com a pior performance (Figura 13E).
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Assim, os resultados mostram que CB-R2 foi o que apresentou o mais alto e
melhor desempenho com expressivo crescimento em ORP, Diesel e Querosene. Os
CB-D5, CB-D2 e CB-D4 também se destacaram por desempenho moderado a alto,

tanto em diesel como querosene.

Figura 13 - Perfil de cultivos dos diferentes consoércios bacterianos adquiridos na presenca de ORP
(CB-ORP) ou na presenca de ORP+Diesel (CB-D), desafiados com ORP, Diesel (D) e Querosene (Q),
independentemente, como Unica fonte de carbono.

A ORP + CB RESIDUO B Diesel + CB Residuo
60 50
_.50 E 40
£ L
S.40 o 30
o 4 =
< 30 § 20
m | =
£ 20 @ 10
© |
10 0 L ——————
0 0 24 48 72 9 120 144 168 192
0 24 48 72 96 120 144 168 192 Tempo (h)
Tempo (h)
e D + CB-R1 s D + CB-R2 ammmm D + CB-R3
e ORP + CB-R1 s ORP + CB-R2 == ORP + CB-R3 ) + CB-R4 s D + CB-R5
C Querosene + CB Residuo D Diesel + CB Diesel
70 50
— 60 E 40
£.50 =)
o 40 g 30
& 30 & 20
£ 20 £
= 10 =
0 0
0 24 48 72 9 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h) Tempo (h)
e ) + CB-R1 e Q + CB-R2 e Q + CB-R3 e D) + CB-D1 s D + CB-D3
e () + CB-R4 s ) + CB-R5 = + CB-D4 s [} + CB-D5
E Querosene + CB Diesel
50
— 40
| =
(IR
5 30
=
@ 20
£
& 10
0

0 24 48 72 9 120 144 168 192
Tempo (h)

==+ CB-D] ===Q+CB-D2 =m0+ CB-DS




38

5.5 Analise quimica dos componentes de ORP e degradagao do ORP a partir
dos CBs

A analise quimica dos componentes de ORP permitiu a identificagdo de mais
de 90 compostos (Figura 14). A analise quimica dos componentes de ORP,
representada no cromatograma total de ions (Figura 14), evidenciou um perfil
complexo, com mais de 90 picos distintos correspondentes a diferentes compostos
organicos. Dentre estes, cerca de 81 foram identificados como hidrocarbonetos
alifaticos, majoritariamente entre 5 e 18 min de tempo de retengdo, enquanto
aproximadamente 10 picos, localizados principalmente entre 10 e 22 min,

corresponderam a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).

Entre os HPAs detectados, destacaram-se o benzeno (tempo de retengéo ~ 6,4
min), tolueno (~ 7,0 min), xilenos (~ 8,5 min), mesitileno (~ 10,3 min), o-cimeno (~ 11,4
min), indano (1-metil-) (~ 14,4 min) e naftaleno (~ 17,4 min), todos compativeis com
compostos volateis e aromaticos comumente encontrados em residuos
petroquimicos. Tal composicdo esta em concordancia com a natureza tipica do
petrdleo, no qual os compostos alifaticos representam aproximadamente 80% (p/v) e

os aromaticos cerca de 15% (p/v).
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Figura 14 - Cromatograma total de ions representando o perfil quimico de ORP, obtido por CG/EM.
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Fonte: Autora (2024)

A Tabela 6 e a figura 15 apresenta os resultados dos cromatogramas CG/EM
que compara o perfil de compostos ORP bruto e em diferentes condi¢cdes de cultivo
na presenga de alguns CBs previamente selecionados. Os picos intensos € bem
definidos de ORP ilustram a riqueza em varios compostos de hidrocarbonetos ainda
n&o degradados. A medida que ORP foi consumido na presenca dos CBs, os tragados
mostram a reducao de intensidade e, em alguns casos, o completo desaparecimento
de picos que ilustram a atividade de biodegradacao dos CBs quando utilizam ORP

como unica fonte de carbono.

ORP apresentou picos nitidos entre 3,5 e 7,0 minutos (Figura 15), ilustrando a
presenca de compostos médios a pesados que foram degradados por atividade dos
CBs (Tabela 6; Figura 15). CB-R2 e CB-R6 enriquecidos com querosene foram os
mais eficientes na remocao simultanea de tolueno e xileno, com maior destaque para
CB-R2. Esta eficiéncia na remogao destes compostos foi seguida por CB-R6 e CB-D2
na presenca de querosene e diesel, respectivamente. Sem enriquecimento, CB-R2

apresentou eficiéncia intermediaria na remocéao de xileno e moderada na reducgao de
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tolueno. CB-D2 na presencga de diesel apresentou atuacgéao eficiente e melhor daquela

observada quando enriquecido com querosene.

Tabela 6 - Areas cromatogréficas obtidas por CG/EM para tolueno e xileno. A diminuigdo da area em
relagdo a amostra crua (ORP) reflete o consumo dos compostos durante os bioensaios de degradacao

bacteriana.
Amostra Area /Massa
t=4min t=5,9min t=6,1min t=6,7min
(tolueno) (xileno) (xileno) (xileno)
R (Cru) 44927,125 9457,490 44552,631 16759,109
D+D2 509,434 108,490 275,943 96,698
D+R2 570,754 408,019 1018,868 1115,566
Q+D2 617,924 1466,981 35341,981 19051,887
Q+R2 363,207 25,943 103,773 150,943
Q+VERM 415,094 99,057 165,094 82,547
R+R2 632,075 160,377 278,302 129,717

Fonte: Autora (2024)

Figura 15 - Cromatogramas CG/EM comparando o perfil de compostos de ORP cru antes e apés
biodegradacao pela agéo de diferentes consdrcios bacterianos (CBs), enriquecido ou ndo com diesel

(D) ou querosene (Q).

— ORP
—— D+CBED2
D+CBR2
—— Q+CBD2
Q+CBR2
i) . Q+CBR6
'g ORP+CBR2
2 r
2 JLL_}L“_
P T,
2 C
= o~ NN
-
1 1 T T I T L 4 I L 1 L 1 I T 1 1 T I 1 T 1
3 4 5 6 7 8
t / min

Fonte: Autora (2024)



41

5.6 Identidade do isolado fungico

A analise com o banco curado UNITE, obtido apds a filtragem de sequéncias
redundantes, reforgou a identificacdo do isolado, que apresentou correspondéncias
consistentes com 100% de identidade com Aspergillus flavus. Essa evidéncia foi
corroborada pela inferéncia filogenética, na qual o isolado se agrupou dentro do clado
de A. flavus, com suporte de bootstrap consideravel (78) (Figura 16). Assim, em
conjunto os resultados apontam para a identificacdo do isolado como A. flavus.
Contudo, ndo se pode descartar a necessidade de marcadores adicionais para uma
distincao definitiva, embora a atribuicdo a section Flavi ja possa ser considerada

confiavel.

Considerando a similaridade deste isolado com A. flavus, procedeu-se a
deteccao de aflatoxinas que poderiam ser produzidas pelo mesmo. Os resultados
indicaram que este isolado é produtor das aflatoxinas B1 e B2, mas nao das
aflatoxinas G1 e G2 (Tabela 7).
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Figura 16 - Arvore filogenética baseada em sequéncias /TS 7-ITS4 mostrando a relagéo entre espécies
do género Aspergillus e nosso isolado destacado em vermelho.

KP&91033 Penicillium digitatum RV 06
100 _: KYO978834 Paniciftium digitatum LGMF 1507
KY558584 Penicillium digitatum LIPP-Pd-2016
KF040479 Neurospora crassa HT-ITV31
[100] MHS507014 Neurospora crassa 11-3
52 MFO76601 Neurospora crassa S107
OWS83353 Aspergilius alllaceus IHEM:04191
— QU988255 Aspergilius alliaceus IHEM:28047
100 [55] L« OL711692 Aspergilius alliaceus IBT 14317
E— - - MK226293 Aspergilius aitiaceus TF3
- - MH279441 Aspergilius neoalliaceus CBS 134375
— - -MH2789428 Aspergifius neoalliaceus DTC 326-E7
Ll - -MH279424 Aspergilius necalliaceus DTC 326-E1
50 - -MH279425 Aspergitius necalliaceus DTC 326-E2
- -MH279422 Aspergilius necalliaceus DTC 326-D6
- - OWDB2851 Aspergillus tamarii IHEM:02481
71 - -0OwW9B2596 Aspergilius tamari IHEM:01549
|96] - - OP5986313 Aspergiltus tamarii A-38
36 - - OR574294 Aspergillus tamarii WP1

- -0Q421844 Aspergilius tamarii Sample-347
EY) - - 00678248 Aspergilius tamari TPDA-16
o Em - - 00860244 Aspergilius tamari A2
- -0QB78247 Aspergilius tamarii TPDA-11
- - OP740365 Aspergillus flavus
- - PP110808 Aspergitius flavus F55
- - OR717560 Aspergiltus flavus UAEU10
- - OR984863 Aspergillus flavus AUMC 16367
- - OR258099 Aspergillus fiavus M1
— - - OR784318 Aspergillus flavus Z4_S8b_ITS1_4
46| L+ OR267392 Aspergillus flavus x Aspergillus parasiticus INDAITCC7996b2
Aspergitius sp.

ORT782800 Aspergillus flavus LS1-14
33 OR568774 Aspergiltus flavus TD4
—M 33 LT745384 Aspergifius flavus 3_DF1

OR784319 Asperghilus flavus 25 S8 |TS1_4

{ OL711681 Aspergilius novoparasiticus CBS 126849
MGB62397 Aspergilius novoparasiticus DTO 223-C3

HMS60054 Aspergifius novoparasiticus FMR 10638
OR393573 Aspergillus novaparasificus AUMC 15914
474'_'_’_? MH937579 Aspergifius parasiticus AP2 285
59 - - HQ285604 Aspergilius parasiticus KCCM35079

- - OW883704 Aspergifius parasiticus IHEM:05178
28] - - KF020284 Aspergillus parasiticus 1 128

- - AB008421 Aspergillus foxicarius IFO31250
—'_-_—|:_:— -0Q456472 Aspergilius parasiticus BSeg#3ITS
- -JQ316518 Aspergilius parasiticus A-3352

.

G

- - MG662404 Aspergilius parasiticus DTO 046-B9
- -HQ340110 Aspergilius parasiticus NRRL:3386
- - KF624769 Aspergillus parasiticus RIFAB8A

- - OL711689 Aspergillus parasiticus CBS 117618
- -HQ340102 Aspergillus parasiticus MUM:10.201

13]

Fonte: Autora (2025)

Tabela 7 - Detecgéo e quantificacdo das aflatoxinas produzidas pelo isolado fungico A. flavus-similar.

AFLATOXINAS Resultado (mg/kg=ppm)

Placa 1 Placa 2 Média
Aflatoxina B1 182,58 169,81 176,19
Aflatoxina B2 1,32 1,03 1,17

Aflatoxina G1 nao detectado nao detectado nao detectado
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Aflatoxina G2 nao determinado nao nao

determinado determinado

Limite de deteccao de aflatoxinas = 1,7ug/kg = ppb

Fonte: Instituto de Tecnologia de Alimentos

A deteccéo e quantificagdo da aflatoxina G2 ndo puderam ser realizadas devido
a presenca de picos de interferentes na amostra, os quais comprometeram os
parametros analiticos do método utilizado. Contudo, considerando tratar-se da
espécie Aspergillus flavus e a auséncia de aflatoxina G1, ndo se espera a producao

de aflatoxina G2 por essa cepa.
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6. DISCUSSAO

As diferengcas quimicas observadas entre os solos das diferentes CW
influenciaram na selecao da comunidade bacteriana estabelecida em cada uma delas.
As CW simulam gradientes verticais de compostos, luz e oxigénio que favorecem
diferentes grupos fisiologicos de bactérias (ANDERSON e HAIRSTON, 1999;
ESTEBAN, HYSA e BARTOW-MCKENNEY, 2015). Assim, uma variagao ecoldgica foi
alcangada pelas condigdes de montagem estabelecidas. O solo oriundo do cultivo
agricola de alho parece ser mais favoravel ao desenvolvimento microbiano devido as
caracteristicas como: pH ligeiramente alcalino, ou préximo ao ideal; maiores teores de
calcio, fésforo e matéria organica (M.O); maior capacidade de troca catiénica (CTC).
Contudo, solos cultivados com cana-de-agucar sustentaram uma maior diversidade,
ou complexidade microbiana, provavelmente metabolicamente mais complexa,

particularmente a CW-3.

Visualmente, as diferentes CW apresentaram pouca variagao visual entre si,
com excegcao da CW-5 montada com encharcamento (ORP em excesso) que
apresentou intensa volatilizagdo de gases desde os primeiros dias de incubagao. Isto
foi indicativo de uma maior atividade anaerdbia ou fermentativa, sugerindo rapida
mineralizacdo da M.O disponivel, conversdao dos hidrocarbonetos em excesso e
estabelecimento de comunidades volateis, como metanogénicas, na camada mais
inferior da CW (ALBERS, KRAMSH@J e RINAN, 2018; RANDAZZO, VENTURI e
TASSI, 2024).

A diversidade das condigdes das CWs montadas refletiu nos diferentes padroes
morfolégicos dos isolados bacterianos, refletindo variagdes na coloragdo, forma,
elevagao, tipo de borda e padrédo de Gram. As bactérias gram-negativas foram
predominantes (~ 80%), consistente com ambientes ricos em M.O disponivel e
variacdes nas tensdes de oxigénio. O predominio de gram-negativas indica maior
abundancia de bactérias heterotrdficas tipicas de ambientes umidos e ricos em M.O
soluvel. Estas condicbes sédo favoraveis a grupos bacterianos pertencentes aos
géneros Pseudomonas, Shewanela, Enterobacteriaceae e outros y-proteobactérias
(FENCHEL e FINLAY, 2008; JIAO et al., 2021).
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A identificacdo de um isolado fungico como Aspergillus flavus, corroborada por
anadlise filogenética e elevada identidade genética, revelou a presenca de fungo
toxigénico na CW-5, especialmente em ambientes ricos em matéria organica ou
hidrocarbonetos. A presencga deste fungo relevante do ponto de vista de saude publica
e ambiental refor¢a o potencial das CWs em promover o crescimento de organismos
com metabolismo secundario potencialmente perigosos (KLICH, 2007). Embora, A.
flavus seja capaz de metabolizar diferentes classes de hidrocarbonetos presentes em
petréleo e seus derivados, recomendam-se linhagens nao toxigénicas ou espécies

alternativas para aplicagdes na biorremediacdo (MARUTHI et al., 2013).

A CW-1 com mais baixa diversidade morfolégica pode estar dominada por um
menor numero de grupos bacterianos e, portanto, menor diversidade funcional
cultivavel. A CW-2 destacou-se pela diversidade de morfologias, incluindo col6nias
onduladas e lobadas, enquanto a CW-3 foi a que apresentou maior heterogeneidade
visual geral, incluindo colbénias vermelhas e formas filamentosas, sugerindo maior
diversidade metabodlica e possivel selecdo de microrganismos pigmentados

associados a fotossintese bacteriana ou estresse oxidativo.

A CW-4 apresentou maior proporcao de Gram-positivas, o que pode indicar a
predominancia de espécies resistentes a baixa disponibilidade de nutrientes ou a
condicbes mais estaveis na microcoluna, tais como Bacillus e Actinobacteria. Ja a
CW-5 mostrou um perfil intermediario, com colénias elevadas e bordas lobadas,
sugerindo um ambiente em transigdo, possivelmente influenciado pelo
encharcamento e presenga de compostos de petréleo (ORP). Esses padrées mostram
que as CW cumpriram seu papel ecoldgico de estabelecer gradientes ambientais e
permitir o desenvolvimento de comunidades metabolicamente complementares
(ESTEBAN, HYSA e BARTOW-MCKENNEY, 2015).

Embora parcial, o sequenciamento do gene 716S rRNA permitiu identificar
diferentes taxons bacterianos nas diferentes CW. Todos os téaxons identificados tém
potencial na biodegradag¢ao de compostos organicos, incluindo derivados de petrdleo.
Os isolados identificados como Providencia vermicola (EcoRem2 e EcoRem3),
Bacillus tropicus (EcoRem4) e uma linhagem préxima de Pseudomonas aeruginosa
(EcoRem1) representam grupos conhecidos por sua versatilidade metabdlica.
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Pseudomonas e Providencia frequentemente participam de rotas aerdbias de
degradagdo de hidrocarbonetos (KUMAR e DE, 2024), enquanto Bacillus é
reconhecido por produzir biossurfactantes que facilitam a emulsificagdo de compostos
hidrofébicos (ANJUM et al., 2016).

O isolado EcoRem5 apresentou baixo grau de similaridade com espécies
conhecidas, sugerindo a possibilidade de ser um taxon novo ou pouco caracterizado,
relacionado a Serratia myotis. A deteccéo de possiveis espécies novas em CW reforga
o potencial desse sistema como ferramenta para acesso a biodiversidade microbiana

pouco explorada.

Os bioensaios realizados com o0s consorcios bacterianos apresentaram
diferentes niveis de eficiéncia na utilizacdo de ORP, Diesel e Querosene como unicas
fontes de carbono, quando combinadas. De modo geral, os consércios originarios de
ORP (CB-R) foram mais eficientes com destaque para CB-R2, o qual apresentou
desempenho superior ou significativo em todas as fontes de carbono testadas. Estes
dados refletem uma elevada plasticidade metabdlica e rapida adaptacéao as diferentes
cadeias e complexidade dos hidrocarbonetos apresentadas pela CB-R2.
Adicionalmente, CB-R2 deve apresentar, concomitante, presenca de enzimas como
mono- e di-oxigenases (ESMAEEL e ALFATLAWI, 2022).

A inefetividade ou auséncia de crescimento de CB-R4 em querosene indica
limitagdo metabdlica para substratos mais volateis ou de cadeia menor. Embora
tivessem menor desempenho em querosene, quando comparados com 0S consorcios
CB-R, consorcios tipo CB-D foram efetivos, particularmente CB-D2 e CB-D5. A
diferenciacao entre os desempenhos dos CBs isolados evidencia a origem e 0 nicho
ecolégico de cada um deles, associado ao tipo de hidrocarboneto degradado,
reforgando o conceito de especializagao ecoldgica por pressao seletiva (DOMINGOS,
2024).

O composto ORP confirmou predominancia de hidrocarbonetos alifaticos, com
menor presenga, embora significativa, de hidrocarbonetos monociclicos aromaticos
(como tolueno, xileno e mesitileno) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (como

naftaleno). Todos estes compostos tém relevancia associada a toxicidade ambiental
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e sao indicadores importantes de estratégias de biorremediagdo (TYAGI e
CHAUDHARY, 2022; HOSEINI et al., 2023).

Os consoércios CB-R2 e CB-R6 mostraram-se mais eficientes na reducédo dos
picos cromatograficos de ORP, particularmente quando enriquecidos com querosene,
indicando maior biodegradacgao simultédnea de tolueno e xileno. Isto sugere um maior
potencial de atividade catabdlica sobre compostos monoaromaticos. A capacidade de
consumir tanto compostos alifaticos quanto aromaticos sugere rotas degradativas

integradas, o que reforga o potencial biotecnolégico desses consorcios.
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7. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, conclui-se que este estudo demonstrou,
de forma integrada, a eficacia da abordagem adotada na sele¢do de microrganismos
com potencial para a biodegradacdo de derivados de petréleo. A montagem das
colunas de Winogradsky permitiu observar a formagcéo de comunidades microbianas
distintas, com predominancia de bactérias gram-negativas e morfologias
seletivamente favorecidas pela presengca de ORP, como as colénias vermelhas e

filamentosas da CW-3, indicando adaptacdo metabdlica a compostos hidrofébicos.

Os bioensaios evidenciaram que tanto os isolados quanto os consércios foram
capazes de utilizar ORP, diesel e querosene como fontes de carbono, sendo os
consoércios CB-ORP e CB-D os que apresentaram maior desempenho, especialmente
pela formacao de biofilme e pela manuten¢ao do crescimento em misturas complexas.
A analise por CG/EM reforgou esses achados ao demonstrar redu¢ao nas areas de
tolueno e xileno apdés a atividade microbiana, confirmando a efetividade da

biodegradagao observada nos ensaios.

Dessa forma, os resultados aqui apresentados abrem perspectivas para etapas
subsequentes, que incluem a validacdo em condigcdes ex situ e a caracterizagao
detalhada dos consorcios mais eficientes (CB-R2 e CB-R6), possibilitando o avango
no entendimento dos determinantes ecolégicos e funcionais associados a

biorremediacgao.
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