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RESUMO

A gasolina é um combustivel comumente utilizado ao redor do mundo, sendo
essencial para diversas atividades humanas. Os constantes derramamentos e
vazamentos do combustivel no solo tem causado preocupacao em diversos paises,
uma vez que inevitavelmente, esse combustivel alcanca o lencol freético,
contaminando aguas potaveis. A gasolina possui em sua composi¢ao 0S compostos
BTEX: hidrocarbonetos toxicos que apresentam potencial de causar varias doencas
sérias. Em vista disso, a biorremediacao tem sido um processo amplamente utilizado
em casos de contaminacgdo, com o intuito de eliminar tais compostos tdo nocivos de
aquiferos. Sendo assim, a coluna de Winogradsky juntamente com testes de pH,
condutividade elétrica, microbiologicos e de toxicidade, foram utilizados com o objetivo
de avaliar o nivel de toxicidade da gasolina e se houve biodegradacdo da mesma por
meio dos microrganismos presentes na coluna. Com os resultados obtidos, foi
evidenciado a toxicidade do combustivel, assim como sua biodegradacdo no ambiente

aquatico.

Palavras-chave: gasolina, biorremediacao, aquiferos.



ABSTRACT

Gasoline is a fuel commonly used around the world, being essential for many
human activities. The constant fuel spills and leaks on the ground has caused concerns
in many countries, since inevitably the fuel reaches the groundwater, contaminating
drinking water. Gasoline has BTEX compounds in its composition: toxic hydrocarbons
that have potential to cause several diseases. Because of it, bioremediation has been
a widely used process in cases of contamination, in order to eliminate such harmful
compounds from aquifers. Thus, Winogradsky column, along with pH, electrical
conductivity, microbiological and toxicity tests, were used in order to evaluate the level
of gasoline toxicity and whether there was biodegradation due to the action of
microorganisms present in the column. The results obtained showed the toxicity of the

fuel, as well as its biodegradation in the aquatic environment.

Keywords: gasoline, bioremediation, aquifers.
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1. INTRODUCAO

A gasolina € um combustivel de origem féssil detentor de alta relevancia
na sociedade atual, sendo um produto de grande interesse econdémico e
necessario para o desempenho de diversas atividades humanas. Apesar de
sua importancia no mundo moderno, esse combustivel tem sido motivo de
preocupacao devido seus decorrentes derrames e vazamentos.

Apesar de ser pouco soluvel em agua e inicialmente chegar ao subsolo
como liquido de fase ndo aquosa, em contato com a agua, a gasolina é
dissolvida parcialmente, de forma que seus componentes mais volateis, 0s
hidrocarbonetos monoaromaticos conhecidos como compostos BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) sdo os primeiros a alcancar o lencol
freatico. Tal fato se sucede por tais constituintes serem 0os mais soluveis em
agua. Os compostos BTEX sao substancias consideradas toxicas e perigosas:
sédo substancias depressantes do sistema nervoso central e podem causar
leucemia em casos de exposicdes cronicas (CORSEUIL e MARTINS, 1997).

De acordo com Silva et. al. (2002), a preocupacdo com a contaminagao
de aguas subterraneas por meio de vazamento de tanques de armazenamento
subterraneo de combustiveis, vem aumentando. Segundo dados provenientes
da Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (EPA), 30% dos tanques
de armazenamento subterraneos estdo com problemas de vazamento em
razao do seu tempo de vida til, que é de 25 anos. O Brasil apresenta o0 mesmo
problema: com o grande aumento no nimero de postos de gasolina na década
de 70, pode-se constatar que o tempo de vida util desses tanques ja tenha
chegado ao fim, aumentando ainda mais as chances de vazamentos.

Alguns processos fisico-quimicos e biolégicos tém sido utilizados para a
retirada de hidrocarbonetos de petréleo puros ou dissolvidos em agua
subterranea, e também outros contaminantes organicos em sistemas de solo
subsuperficial. Seu intuito é controlar o movimento de plumas (contaminantes),
tratar dguas subterrdneas, e/ou descontaminar solos. Estdo entre esses
processos a extracdo de vapores do solo (SVE), recuperacéo de produto livre,

bioventilacdo, extracdo com solventes, incineracdo, torres de aeracao,
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adsorcdo em carvao, biorreatores, biorremediagcdo no local, entre outros
(SANTOS, 1996).

E do conhecimento de todos que a agua potavel é um recurso esgotavel
e em virtude disso, € de extrema importancia o tratamento e recuperacdo de
aquiferos contaminados. Longos periodos de tempo e altos custos
normalmente sao associados a maioria dos processos utilizados para
remediacdo. Contudo, processos biolégicos como a biorremediacdo tém se
mostrado economicamente viaveis, além de apresentar impactos ambientais
mais brandos entre outros padrdes exigidos pelas legislacdes (SANTOS,
1996).

Este trabalho teve como objetivo avaliar por meio de métodos fisicos,
guimicos e microbiologicos se houve vestigios que evidenciassem ocorréncia
de biodegradacao de gasolina pura no ambiente aquatico utilizado: a coluna de
Winogradsky; assim como estimar o nivel de toxicidade de tal composto por
meio do teste de toxicidade em sementes de Lactuca Sativa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1

Coluna de Winogradsky

Criada pelo russo Sergei Winogradsky em 1880, a coluna de
Winogradsky foi criada com o intuito de estudar microrganismos presentes
no solo. Seu uso perdurou até os dias de hoje por ser um sistema que
exprime a diversidade de microrganismos em ambientes aquaticos
(GOMES, 2011).

Habitualmente a coluna é feita de material transparente, como vidro
ou plastico, nela séo colocadas amostras de solo e agua do local que se
deseja analisar. Esses componentes sao suplementados por uma fonte de
fonte de celulose, podendo ser ela na forma de carboximetilcelulose (CMC)
ou de papel picado, juntamente com uma fonte de sulfatos. Por fim, &
adicionada uma solucdo tamponante, que tem como funcdo manter o pH
estavel. O ideal é que a coluna seja tampada com uma tela fina para que
nao haja proliferacdo de mosquitos, e colocada em um local onde ela possa
receber luz solar constantemente. Em poucos dias colonias de bactérias
comecardo a se desenvolver, alimentadas pelo substrato oferecido pela
coluna. Sua disposicdo espacial varia de acordo com seu metabolismo,
como é mostrado na Figura 1: os microrganismos aerobios se localizam na
superficie e os anaerdbios no fundo, os microaerofilos se encontrardo em
uma faixa estreita da coluna e facultativos ao longo da coluna (GOMES,
2011).

Levando em consideracdo o que foi elucidado, a coluna de
Winogradsky é um 6timo meio para acompanhar o desenvolvimento de um
ecossistema aquatico, podendo ser utilizada em estudos ambientais que

visam a contaminac¢éo de corpos aquaticos (GOMES, 2011).
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Figura 1: coluna de Winogradsky.
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Figura 1 — Desenvolvimento de comunidade microbiana em coluna de Winogradsky, disponivel em
http://www.gb.fcen.uba.ar/microi /SeminarioBiodiversidad.htm, consultado em 24/04/2011.

Fonte: Gomes, 2011.

Gasolina

A gasolina deriva do petréleo, classificando-a como um combustivel
féssil. Ela apresenta mais de 150 componentes e € formada por um conjunto
de varios grupos de hidrocarbonetos, sendo eles: parafinicos (possuem
cadeias retilineas com ligacbes simples), naftalénicos (possuem cadeias
fechadas com ligacdo simples), aromaticos (possuem cadeia fechada) e
mistos, capazes de portar entre 4 e 13 atomos de carbono (MORALES,
2008).

A gasolina brasileira se diferencia das gasolinas de outros paises por
ser feita 76% gasolina e 24% etanol (alcool etilico). Segundo a Petrobras, a
mistura desses dois combustiveis tem como obijetivo: reduzir o consumo,
aumentar a octanagem, garantir maior vida 0til para os motores e fornecer

maior eficiéncia energética. Apesar de trazer vantagens, essa pratica
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também traz impactos negativos, visto que a mistura dos compostos BTEX
com o etanol modifica 0 movimento da pluma em sistemas subsuperficiais.
Assim, a presenca do etanol pode causar: a) aumento da solubilidade dos
compostos BTEX dissolvidos em agua, b) aumento da mobilidade dos BTEX
dissolvidos em &guas subterrédneas e c) dificultacdo da biodegradacao
natural desses compostos, aumentando a persisténcia dos mesmos em
aguas subterraneas (CORSEUIL e MARTINS, 1997; MORALES, 2008).

Os compostos aromaticos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno), representados na Figura 2, s&o constituintes da gasolina. Esses
hidrocarbonetos possuem alta solubilidade em 4gua e essa caracteristica é
um dos maiores motivos de preocupacgao em caso de contaminagao, visto
gue esses constituintes sédo considerados toxicos e carcinogénicos. Gragas
a esses atributos, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA), classifica esses compostos como poluentes prioritarios (MORALES,
2008).

Figura 2: compostos BTEX.
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Fonte: Morales, 2008.
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As normas ditadas pelo Ministério da Saude (Portaria n® 1.469/2000)
referentes as concentracdes limites para potabilidade da agua com os BTEX
sdo: xileno 300 ug L, etilbenzeno 200 pug L, tolueno 170 pug L, e para o
benzeno, apenas 5 pg L.

Impactos negativos causados pelos compostos BTEX

O benzeno é um composto considerado muito perigoso pelo EPA.
Ele é capaz de induzir a biotransformacdo de certos compostos em
espécies reativas (SENZOLO et al., 2000). Powley e Carlson (1999)
associam tal hidrocarboneto a doencgas como cancer de pulméo e leucemia,
e disturbios relacionados ao sangue como leucopenia (diminuicdo no
namero de leucocitos), anemia aplastica (producéo insuficiente de células
sanguineas novas) e trombocitopenia (producédo insuficiéncia de
plaquetas). Raikhlin-Eisenkraft, Hoffer, Baum e Bentur (2001) afirmam que
ainalacdo de tolueno esta correlacionada a sintomas de sindromes neurais,
como por exemplo, convulsfes; déficits cognitivos, falta de atencdo e

memoria.

Biorremediacéo

A biorremediacao é uma tecnologia que faz uso do processo natural
de degradacéo realizado por microrganismos (certas bactérias e fungos)
para recuperar aguas contaminadas. Existem microrganismos capazes de
degradar uma variedade de compostos quimicos, incluindo contaminantes
e compostos toxicos (SANTOS, 1996).

A biorremediacdo natural degrada contaminantes aerobicamente,
mas pode ser utilizada em areas sem oxigénio, diminuindo
significativamente a concentracdo de contaminantes em ambientes

aquaticos de superficie ou subterraneos. Ja a biorremediacéo artificial
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trabalha com a insercdo de populagcdes de microrganismos capazes de
degradar os contaminantes especificos daquela area. Esse método torna-
se necessario em casos drasticos de poluicdo, onde a microbiota foi
totalmente extinguida ou quando o local se encontra totalmente estéril.
Nesses casos ainda pode surgir a necessidade de adicionar alguns
nutrientes, como fosforo (P) e nitrogénio (N). O oxigénio, também pode ser
inserido para acelerar o processo de biodegradagcao (SANTOS, 1996).

Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda as diferentes formas de como
um ambiente pode ser contaminado por poluentes naturais ou sintéticos,
além de seus mecanismos de acao e seus efeitos sobre os seres vivos que
compdem a biosfera. Essa area nasceu com o objetivo de monitorar o meio
ambiente, levando em consideracdo como 0s seres Vvivos, sendo eles
animais, plantas ou microrganismos, respondem a estresses quimicos. Em
suma, a ecotoxicologia estuda intoxicacfes ambientais, assim como suas
consequéncias, com o intuito de prevenir tais quadros de contaminacéo e
ainda, de encontrar formas para combaté-los (MAGALHAES e FERRAO
FILHO, 2008).

Ao redor do mundo existem diversas organizacdes e agéncias que
oferecem normas e padrdes para bioensaios realizados em estudos
ecotoxicolégicos. Elas consideram as particularidades de cada
procedimento, indicando um organismo modelo para a realizacdo desses
ensaios. No Brasil, a ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas) é
uma das responsaveis por esse trabalho. Apesar de existirem organizacfes
gue lidam com tal tematica a nivel nacional, cada estado brasileiro possui
um 6rgao responsavel pela fiscalizacdo de recursos naturais, podendo cada
um possuir suas préprias normas para testes ecotoxicolégicos, como € o
caso da CETESB, em S&o Paulo (SILVA; POMPEQ; PAIVA, 2015).

E importante ressaltar que os resultados obtidos das anélises

guimicas ndo sdo o suficiente para retratar se houve algum impacto
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ambiental naquela regido ou ndo. Somente sistemas biolégicos s&o
capazes de detectar os efeitos toxicos de alguma substancia (MAGALHAES
e FERRAO FILHO, 2008).
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3. METODOLOGIA

3.1.

3.2.

Coluna de Winogradsky

A coluna de Winogradsky foi confeccionada com elementos retirados
da UNESP, campus Rio Claro. A camada de sedimento foi retirada da area
arborizada préxima ao departamento de Biologia Geral e Aplicada. Os
materiais utilizados como recipiente para a sustentacdo da coluna foram
garrafas pet transparentes.

Nas colunas foram utilizadas 100 g de sedimento do campus, 4,5 ¢
de sulfato de sodio (Na>SOs), 0,2 g de carbonato de sodio (Na-COs3), 0,2 g
de fosfato de dipotassico (K2HPOa4), 0,5 g de sulfato de amoénio [(NH4)SO4],
0,5 g de celulose e 1000 mL de agua do lago artificial paisagistico situado
no Instituto de Biociéncias. Foi incluida uma concentragcédo — diferente para
cada coluna — do contaminante utilizado no experimento: gasolina pura.

Ao total foram produzidas seis colunas, sendo uma a controle, na
gual ndo havia contaminante, e as outras possuiam concentracdes de 100
uL, 250 uL, 500 pL, 1000 pL e 1500 pL de gasolina pura.

Coleta da agua

A 4gua utilizada no experimento foi retirada préxima a superficie e
tem como local de origem o lago paisagistico localizado no préprio campus
universitario da UNESP — Rio Claro. Nele é encontrado um ecossistema
composto por vegetais, microrganismos, invertebrados e matéria em
decomposicédo. A agua foi parte da fase aquosa da coluna de Winogradsky,

e também, onde a substancia contaminante — gasolina — foi adicionada.
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Local de execucao do experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratorio Multidisciplinar de
Pesquisas do Meio Ambiente, do Departamento de Biologia Geral e

Aplicada, no Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus de Rio Claro.

Analises fisico-quimicas e microbioldgicas

A medicéo do pH ocorreu mediante a utilizagdo do pHmetro Digimed
DMPH-2, calibrado com solucdes tampdes em pH 4 e 7, medido diretamente
na amostra. A condutividade foi medida com o condutivimetro Tecnopom
CA150. A quantificagdo das bactérias heterotréficas foi feita de acordo com
CETESB (2006). Para as analises microbiolégicas foram utilizadas placas
Cromoclim.

Todas as analises mencionas foram medidas semanalmente.

Agua de diluicéo

A éagua de diluicdo é constituida por duas solucbes que
posteriormente sdo somadas a uma terceira solucdo. A seguir, a

constituicdo das solucdes:

e Solucdo 1: 34 gramas de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) sdo
dissolvidos em 500 mL de agua destilada. O pH é ajustado para 7,2 com
solucéo de hidréxidos de sédio, solucdo 1N e diluida a 1 litro com 4gua

deionizada. Foram necessarios 175 mL de NaOH 1N para elevar o pH.

e Solucdo 2: 81,1 gramas de cloreto de magnésio hexahidratado

(MgCl2.6H20) sao dissolvidas em 1 litro de agua destilada.
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Solucéo 3: consiste em 1,25 mL da solucdo 1 e 5 mL da solugdo 2 em 1
litro de agua deionizada. Essa mistura é distribuida em tubos de cultura
em quantidade que venham ter o volume de 9 + 0,2 mL apéds a
autoclavagem. A solucéo, por fim, é esterilizada em autoclave a 121 °C
(1 Kg/cm 2 de pressao) durante 15 minutos.

3.4.2. Método de diluicao das amostras

Foi utilizada a diluicdo seriada das amostras em tubos de cultura ja

autoclavados. Com uma pipeta esterilizada foi adicionado 9 mL de agua de

diluicdo e 1 mL de amostra, adquirindo assim uma diluicdo de 10 vezes. Em

seguida, 1 mL foi retirado desse mesmo tubo de ensaio e adicionado a outro

tubo de ensaio que também continha 9 mL de agua de diluicdo. Desta

maneira foi possivel obter de 1,0x102. Este método foi repetido pela

guantidade de vezes foram necessarias para que a contagem das colénias

fosse possivel pelo método analitico selecionado.

3.4.3. Analise de bactérias heterotroficas

3.4.3.1.

Preparo do meio de cultura Plate Count Agar

Foi pesado 20,5 gramas do meio de cultura desidratado que logo
em seguida foi dissolvido em 1000 mL de agua deionizada fria. Apds
isso, a mistura foi aquecida, sendo frequentemente homogeneizada com
bastdo de vidro até que a dissolugcdo do meio fosse completada,
apresentando um aspecto translicido. Posteriormente, o meio foi

distribuido em tubos de cultura com tampa de rosca, sendo despejado
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12 mL em cada tubo. Por fim, o0 meio foi esterilizado a 121 °C (1 Kg/cm2

de pressdo) em autoclave durante 15 minutos.

Inoculacéo, incubacao e contagem

Os tubos de cultura foram deixados em banho-maria a 44-46 °C
para que néo se solidificassem. Entéo, foram adicionados nas placas de
Petri esterilizadas: 1 mL de amostra (diluida se necessario) e o contetdo
de um tubo de ensaio. As placas foram agitadas delicadamente com
movimentos que se assemelham ao numero 8, isso serve para diluicdo
e homogeneizacéo total da amostra no meio de cultura.

O meio contendo a amostra foi entdo incubado a 35,0 + 0,2 °C
por 48 horas. Ao final, foi possivel observar a presenca de colénias e
realizar a contagem das tais (Figura 3). Os resultados foram exprimidos
e definidos pelas unidades formadoras de col6nia por mL (UFC/mL)

multiplicado pelo valor da diluicao.

Figura 3: contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC).

e

Fonte: autora, 2020.
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Procedimento Analitico
Demanda quimica de oxigénio (DQO)

De acordo com APHA (2012), a determinacao prévia da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) da amostra € um indicativo apropriado para se
obter a melhor diluicho para uma dada amostra. Devido a isto, a
metodologia da DQO, entéo, utiliza um termo-digestor a 150°C por 2 horas,
com posterior leitura em espectrofotdmetro. Para cada coluna é colocado 2
mL de amostra, 1,2 de solucdo digestora e 2,8 de solucdo catalitica.
Seguindo a metodologia, os testes sao feitos em duplicata.

Para as analises de DQO, foi elaborada a equacao de analise através
da montagem da curva padrdo com o uso de uma solucdo de Biftalato de
potassio. A Figura 4 representa as amostras de DQO apés sairem do termo-

digestor.

Figura 4: amostras de DQO apés sairem do termo-digestor.

1

e | 1

Fonte: autora, 2020.
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3.5.2. Preparo de reagentes

As solucbes Digestora e Catalitica sdo preparadas da seguinte

maneira:

Solucéo Digestora: 10,216 g de dicromato de potassio (K>Cr.0O7) de
grau padrdo primario (previamente seco em estufa a 150°C por 2
horas), sdo colocados em 500 mL de agua destilada. A mistura é
solubilizada com a lenta adicdo de 167 mL de &cido sulfarico
(H2S04). Entéo, é adicionado 33,3 g de sulfato de mercurio (HgSOs),
que é diluido em 1000 mL de &agua destilada e dissolvido em

temperatura ambiente.

Solucéo Catalitica: é pesado 5,59 de Ag.SO4/kg de H2SO4 (Sulfato
de prata/kg de &cido sulfurico). O H2SO4 é adicionado lentamente ao
Ag2SO0a.

Solucéo padrao de Biftalato de potassio: 0,8535 g do sal é dissolvido
em agua destilada e transferido para um baldo volumétrico, onde o
volume da solucdo é completado a 1000 mL. Esta solucéo equivale
a uma DQO de 500 mg/L Oo.

3.5.3. Curva padrao e equacao padrao

Como ja foi citado anteriormente, a solucdo padrao de Biftalato de

potassio representa uma DQO de 500 mg/L O2. Com disso, a curva foi

elaborada a partir dos valores médios de leitura de DQO para o ajuste do

método, definindo, além do ponto branco ja presente nele, os pontos de 100,
200, 300, 400 e 500 mg/L O, sendo esta a faixa da curva.

Para a validacdo do método, a curva apos ser confeccionada em

software deve apresentar o R? mais préoximo possivel de 1.
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A equacdao obtida foi: (DQO =(2900.8*DQO()) -0.2181), onde DQO(l)
representa o valor apresentado pela leitura no aparelho responsavel pela
medicao.

Teste de ecotoxicidade com sementes de alface (Lactuca Sativa)

O teste de ecotoxicidade teve como objetivo observar como se
seguiu o crescimento vegetal no decorrer do experimento, e através disso,
analisar se houve ou n&o o processo de biodegradacgéo. A semente utilizada
como bioindicador foi a de alface manteiga, que porta o nome cientifico de
Lactuca sativa. A escolha de tal espécie se deu por se tratar de uma
alternativa simples, de baixo custo e de sensibilidade satisfatoria na
indicacdo qualitativa da presenca de substéncias toxicas ou inibidores
bioldgicos (INAZAKI, 2001).

Os ensaios realizados em duplicata, abrangeram sete tipos de
tratamento: o controle (sem adicdo de gasolina), controle negativo (adgua
deionizada), e os que continham 100, 250, 500, 1000 e 1500 puL de gasolina.
Foram utilizadas ao todo 14 placas de Petri, contendo papel filtro e 20
sementes em cada uma. As sementes foram arranjadas em fileiras de 6, 4
e 3 sementes, como € ilustrado na Figura 5, de modo que houvesse espaco
suficiente para o crescimento das plantulas. As placas de Petri contendo as
sementes, entdo, foram umedecidas com 4 mL de agua proveniente de

cada coluna.
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Figura 5: disposicao das sementes na placa de Petri.

Fonte: autora, 2020.

Depois de montadas, as placas foram vedadas por plastico-filme
PVC com o intuito de manter preservada a umidade dentro das placas, e
também, cobertas com papel aluminio para que nao houvesse interferéncia
luminosa na germinacao. Os ensaios foram incubados a 22 + 1 °C por 120

horas. A Figura 6 representa uma plantula germinada.

Figura 6: representacao do hipocdtilo e raiz de uma planta.

Autor: desconhecido.
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A Tabela 1 apresenta de forma simplificada o contetdo de todos

0S ensaios realizados no teste de ecotoxicidade.

Tabela 1: contetdos dos ensaios de ecotoxicidade da gasolina.

ANTES E DEPOIS DA BIODEGRADA(;AO
ENSAIOS CONTEUDO
C1 4 mL de 4gua da coluna + 20
Controle C2 sementes
Controle negativo CN1 4 mL de agua deionizada + 20
CN2 sementes
100 pL Al 4 mL da a4gua da coluna com
A2 contaminante + 20 sementes
250 pL Bl 4 mL da agua da coluna com
B2 contaminante + 20 sementes
500 pL C1 4 mL da agua da coluna com
C2 contaminante + 20 sementes
1000 pL D1 4 mL da agua da coluna com
D2 contaminante + 20 sementes
1500 pL El 4 mL da agua da coluna com
E2 contaminante + 20 sementes

Fonte: autora, 2020.

3.6.1. Germinacado das sementes

Sob a posse dos dados adquiridos por meio dos ensaios, foram
calculados o indice de crescimento radicular (ICR) e o indice de

germinacao (IG) com o auxilio das formulas:

i.  Equacédo de indice de crescimento radicular:
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ICR = CRA/CRC

Onde:
— ICR: indice de crescimento;
— CRA: comprimento da radicula;

— CRC: comprimento da radicula no controle negativo.

ii. Equacao de indice de germinagao:

IG = ICR x (SGA/SGC) x 100

Onde:
— IG: indice de germinacéao;
— ICR: indice de crescimento;
— SGA: numero de sementes germinadas na amostra;
— SGC: numero de sementes germinadas no controle

negativo.

3.6.2. Toxicidade do contaminante

Os parametros utilizados para avaliacdo de toxicidade das amostras, segue o
mesmo padrao utilizado por Young et. al. (2012), que classifica os valores de ICR de

acordo com os efeitos de toxicidade observados:

— Inibic&o do crescimento da raiz: 0 < x> 0.8
— Sem efeitos significativos: 0.8 <x=>1.2

— Estimulacao do crescimento da raiz: x > 1.2

Onde x representa o valor obtido no ICR.

Sementes que nao atingiram 5 mm foram consideradas mortas.
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Tratamento e analise de dados

Os dados referentes a coluna de Winogradsky foram tabelados com
o intuito de oferecer uma melhor andlise comparativa entre as diferentes
concentragbes do contaminante. Os graficos apresentados foram
confeccionados pelo software ORIGIN 6.0.
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4. TRATAMENTO E DESCARTE DE RESIDUOS DA PESQUISA

Todos os residuos quimicos gerados durante a pesquisa foram levados
para a area de residuos do Departamento de Biologia Geral e Aplicada em
frascos devidamente rotulados. Os mesmos serdo acumulados no local.

Os residuos biolégicos foram eliminados por meio da autoclave.



29

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Aspectos das colunas de Winogradsky

Nos primeiros dias as colunas apresentaram uma coloragdo marrom,
com sub tons que variavam de alaranjado a amarelado (Figura 7). Com a
constante exposicdo a luz solar ao longo das semanas em que se
transcorreu o experimento, suas colora¢cdes foram se transformando em

esverdeadas.

Figura 7: colunas de Winogradsky (dia 0).

= o

e,

Fonte: autora, 202b.

5.2. pH e condutividade elétrica

Como é possivel observar na Tabela 2, o pH demonstrou certo
aumento, variando entre 6,24 e 8,90. Isso pode ser relacionado a formacéao
de biossurfactantes produzidos por bactérias. Biossurfactantes sao

compostos de origem microbiana detentores das capacidades de alta
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emulsificacdo e diminuicdo da tensao superficial (NITSCHKE; PASTORE,
2002).

Com a emulsificagdo da gasolina séo formadas moléculas com maior
namero de ions hidroxilas (OH"), e isto levou ao aumento de pH. A Figura 8
demonstra visualmente os dados referentes a variacdo do pH, presentes na
Tabela 2.

Tabela 2: resultados da medi¢cao do pH em relacéo ao tempo.

pH
Controle 100 pL 250 pL 500 uL 1000 pL 1500 pL
(CIES)
B 2 7,05 7,11 6,74 6,66 6,24
7,08 7,04 6,80 6,88 6,84 6,74
7,24 7,23 7,22 7,20 7,29 7,09
8,04 7,65 7,47 7,35 7,24 7,29
7,61 7,58 7,82 7,56 7,50 7,67
8,18 7,88 7,85 7,71 7,61 7,62
7,35 7,40 7,39 7,38 8,23 7,39
8,57 8,67 8,78 8,85 8,89 8,90

Fonte: autora, 2020.

Figura 8: Variacdo do pH em relacéo ao tempo.
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—— 1500 pyL
6,0 T T T T T T T T T T T
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Tempo (dias)

Fonte: autor, 2020.
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Os valores referentes a condutividade elétrica variaram entre 1,68
e 6,14. Ao analisar e comparar os resultados expostos na Tabela 3, é
possivel perceber que os valores mais baixos se encontram na
marcacdo de tempo O dias. No sétimo dia é possivel observar um
aumento expressivo na condutividade, que se mantém constante,
variando minimamente até o fim do experimento. A variacdo da
condutividade pode ser conferida na Figura 9.

Tal fato ocorreu devido a biodegradacdo de compostos de
hidrocarbonetos presentes na gasolina, os quais foram quebrados em
moléculas menores formando moléculas-ions, e consequentemente

aumentando a condutividade.

Tabela 3: resultados da medicao da condutividade elétrica em relacdo ao
tempo.
Condutividade
()
Tempo Controle 100 pL 250 pL 500 uL 1000 pL 1500 pL
(CIES)

NENINNIRN
EINEEIRES

3,52 1,87 2,26 2,23 1,68 2,67
6,14 5,83 5,72 5,77 5,65 5,60
5,53 5,25 5,29 5,23 5,26 5,18
5,07 5,23 5,02 5,22 513 4,88
5,81 5,94 5,53 5,91 5,64 5,39
5,12 5,12 4,99 5,15 4,94 4,93
4,98 4,90 4,77 4,96 4,73 4,18
5,58 5,51 5,27 5,64 5,31 5,27

Fonte: autora, 2020.
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Figura 9: Variagdo da condutividade elétrica em relagdo ao tempo.
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Fonte: autora, 2020.

Teste microbiologico (PCA)

Os dados referentes ao teste microbiologico comecaram a ser
contabilizados a partir do 7° dia apdés a montagem da coluna de
Winogradsky. Neste dia, como mostra a Tabela 4, o nUmero de unidades
formadoras de colonias (UFC) das diferentes concentracdes de gasolina
variou entre 1.940 e 6.220 UFC. Tratando de forma breve e geral, no
comeco do experimento ndo se nota crescimento significativo; logo em
seguida houve um crescimento consideravel e depois, um ligeiro

decaimento no numero de UFC (Figura 10).



Tempo
(CIES)
7
14
21

28
35
42

(PCA)

Controle

100 pL

4280 2540 3080
750 2800 2600
1905 14385 375
4450 17000 17050
35500 52000 52000
25400 7000 21350

250 pL

500 pL

6220
4500
10

45850
69500

5200

Fonte: autora, 2020.

1000 pL

4740
2450
11910
63400

131000

14250

Tabela 4: resultados da medi¢cao de UFC por mL em relagdo ao tempo.
UFC/mL

1500 pL

1940
32000
12805
74150
56500
18750

Figura 10: variacdo no numero de UFC por mL em relacdo ao tempo.
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Fonte: autora, 2020.

O quadro de crescimento microbiano nas UFC se deve ao aumento
do numero de bactérias durante o consumo do substrato. Uma alta
disponibilidade de nutrientes cria condi¢cdes ideais para que as bactérias se
reproduzam. O decréscimo de UFC apresentado na ultima semana das
colunas, indica a diminuicdo da concentracdo de substrato disponivel para

consumo, 0 que consequentemente leva a diminuicdo no numero de

colbnias.
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Teste de demanda quimica de oxigénio (DQO)

A DQO apresentou oscilagdes nos resultados (Tabela 5), denotando
aumentos e decréscimos durante as semanas e terminando o periodo de
analises das colunas com a queda dos valores. Esse balanco, demonstrado
na Figura 11, mostra que nao houve formacdo expressiva de
microrganismos fotossintéticos, uma vez que, se assim fosse, haveria
aumento de matéria organica ao longo do experimento devido a acao
fotossintética. Um dos fatores que interfere na producéo de biomassa é a
influéncia de outros microrganismos no local (OLIVEIRA, 2013).

A diminuicio da DQO revela a posicdo sobressalente de
microrganismos aerobios e anaerobios ante os fotossintéticos, indicando
gue estes atuaram com maior intensidade. Enquanto metabolizavam a
matéria organica presente no substrato da coluna e concomitantemente
faziam seu processo de respiracdo, as bactérias consequentemente
acabaram liberando biomassa, agua e gas carbénico (CO2) — em caso de
respiracdo aerdbia —, e talvez gases metano (CHa), sulfidrico (H2S) e
amonia (NHs3) — que sdo normalmente liberados na respiragdo anaerobia
(SOUZA, 1984; BARAO, 2014).

Existe a possibilidade de ter ocorrido a formacdo de organismos
fotossintéticos, dado que a coluna foi adquirindo ao decorrer do tempo uma
coloracdo esverdeada; contudo, o crescimento de organismos aerobios e
anaerobios podem ter suplantado o crescimento dos microrganismos

fotossintéticos, diminuindo de tal forma a matéria organica.



Tempo
(CIES)
7
14
21

28
35
42
49

5.5.

202,83
772,83

366,16
58,66
239,5
17,83

DQO (mg/l)

Controle

17

800

600

400

200 +

100 pL

95,33
57
50,33
249,5
15,33
51,16
23,66

(mg/L)
250 pL

DQO

193,66
127
93,66
226,16
19,5
218,66
110,33

500 pL

203,66
107,83
50,33
791,16
-8
252
17,83

Fonte: autora, 2020.

Tabela 5: resultados da medicdo da DQO em relagdo ao tempo

1000 pL

132,83
57
74,5
59,5
31,16
191,16
98,66

Figura 11: variacdo da DQO em relagéo ao tempo

—=— Controle
—e— 100 L
—A— 250 UL
—w»— 500 pL
—4— 1000 pL
—»— 1500 uL

Os testes de ecotoxicidade foram efetuados em dois momentos ao

Tempo (em dias)

Fonte: autora, 2020.

Teste de ecotoxicidade com sementes de Lactuca sativa

1500 pL

106,16
82
125,33
310,33
55,33
193,66
183,66

longo do experimento: uma vez no inicio e outra no final. O teste

corresponde aos célculos do indice de Crescimento Radicular (ICR) e do
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indice de Germinacdo (IG), cuja funcdo é mostrar se as sementes
demonstraram crescimento.

Para cada ensaio foram obtidas as médias de crescimento referentes
ao hipocotilo e a raiz, e a partir delas foram calculados o ICR e 0 IG. O
namero de sementes cujo crescimento radicular ndo atingiu 5 mm também
foi contabilizado; essas sementes foram consideradas mortas. Os
resultados estéo expostos nas Tabelas 6 e 7. A Figura 12 mostra o exemplo

de uma plantula considerada germinada.

Figura 12: medicéo do hipocotilo.

Fonte: autora, 2020.

Com base nos resultados do indice de crescimento radicular (ICR),
gue expressam o nivel de toxicidade da gasolina sobre as sementes, pode-
se dizer que o contaminante inibiu o crescimento radicular da plantula.

Com excecdo da amostra de 1500 pL do primeiro ensaio, que obteve
um valor considerado Sem Efeitos Significativos, todos os outros valores,
de ambos o0s ensaios, apresentaram valores abaixo de 0.8, demonstrando

a interferéncia da gasolina no crescimento da radicula.
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Tabela 6: resultados do teste de ecotoxicidade do inicio do experimento.
Inicio do Experimento

Comprimento Comprimento  Numero

Colunas Médio da Médio do De ICR IG
Radicula Caule Mortes
(cm) (cm)

Controle 0,84 1,645 6 0,510 40,26
100 L 1,54 2,61 1 0,590 59
250 L 1,385 2,505 0 0,552 58,10
500 pL 1,155 2,01 2 0,554 52,48
1000 pL 1,245 2,81 3 0,443 39,63
1500 pL 1,955 2,105 1 0,928 92,8

Fonte: Autora, 2020.

Tabela 7: resultado resultados do teste de ecotoxicidade do final do
experimento.
Final do Experimento

Comprimento Comprimento  NUmero

Colunas Médio da Médio do De ICR IG
Radicula Caule Mortes
(cm) (cm)

Controle 0,465 0,755 10 0,615 48,32
100 pL 0,34 0,665 12 0,511 29,2
250 pL 0,485 0,965 8 0,502 43,02
500 pL 0,405 0,855 10 0,473 33,78
1000 pL 0,425 0,895 9 0,474 47,4
1500 pL 0,585 0,99 8 0,590 54,78

Fonte: Autora, 2020.
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CONCLUSAO

A um primeiro momento, a biodegradacdo da gasolina foi
evidenciada pelo aumento do pH e da condutividade elétrica. O aumento
do pH indica a presenca de biossurfactantes, estes formados por
bactérias com a funcdo de emulsificar e solubilizar hidrocarbonetos ou
compostos insollUveis em agua, propiciando assim o crescimento de
microrganismos em substratos onde tais compostos estao presentes. A
emulsificacdo do contaminante desencadeou a formagéo de hidroxilas,
gue consequentemente, aumentaram o pH.

Esse evento é ainda atestado pelo crescimento bacteriano nas
UFC no inicio no experimento, e o decréscimo de UFC na semana final
das colunas. Houve um aumento no numero de bactérias durante o
periodo em que elas tiveram abundéancia de substrato. Com a diminui¢céao
deste, houve reducé&o no nimero de microrganismos pois pararam de se
dividir, apresentando em seguida uma queda em sua quantidade de
UFC.

A DQO também apresentou uma queda, denotando a nao
formacdo de microrganismos fotossintéticos. Se houvesse a presenca
de tal grupo na coluna, seria notado o0 aumento de matéria organica, que
consequentemente aumentaria os valores da DQO. Todavia, para
reiterar tal constatacdo com seguranca seria necessario a elaboracao de
testes fotossintéticos, como o teste clorofila, que evidencia a presenca
das clorofilas a e b.

O teste de ecotoxicidade acusou a toxicidade da gasolina, que
atuou como inibidor no crescimento radicular das plantulas, interferindo

em seu desenvolvimento.
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