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RESUMO

Petroleo e seus derivados sao considerados uma ameaga a qualidade do meio ambiente devido
aos acidentes ambientais ocorridos durante os processos de exploracdo, transporte, refino e
armazenamento. Uma técnica comumente utilizada na remediacdo de &reas contaminadas € 0
uso de surfactantes (tensoativos), principalmente os de origem quimica, utilizados em razéo
de possuirem baixo custo de producdo. Por outro lado, existem também alguns
microrganismos que se demonstraram capazes de produzir metabdlitos tensoativos que
emulsificam a substancia e proporcionam maior superficie de contato para a acdo
degradadora pela microbiota. Estes biossurfactantes se destacam em relacdo aos surfactantes
quimicos por possuirem menores valores de concentracdo micelar critica (CMC), serem mais
tolerantes a alteracdes de temperatura e pH, pela sua maior biodegradabilidade, baixa
toxicidade, alto indice de emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos. Neste contexto,
tem-se que, apds a aplicacdo de compostos tensoativos na restauracao da qualidade ambiental,
faz-se necesséria uma avaliagdo toxicoldgica do meio. Em solo, a andlise da atividade de
algumas enzimas microbianas representa uma importante ferramenta para estabelecer o
comportamento ambiental perante a substancia contaminante sob diferentes condi¢cbes de
tratamento. A desidrogenase ¢ um exemplo de enzima microbiana capaz de representar
indiretamente o efeito do poluente nos microrganismos presentes no solo contaminado. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do meio, apds adicdo de um surfactante
quimico e/ou inéculo de Pseudomonas aeruginosa LBI, no tratamento de solo contaminado
com oOleo lubrificante automotivo usado. A bactéria citada € potencialmente produtora de
biossurfactantes (ramnolipideos). O metodo de avaliagdo da toxicidade foi realizado através
da determinacdo da atividade desidrogenasica, no qual o composto trifeniltetrazolio (TTC),
utilizado como aceptor de elétrons se transforma em trifenil formazan (TPF), que pode ser
quantificado indiretamente a partir de leitura no espectrometro UV-visivel. Assim foi possivel
mesurar a atividade da enzima desidrogenase das amostras de solo contamiando em dois
tempos: zero e apds 134 dias de biodegradagdo. Os resultados demonstraram que o uso de
detergente quimico ndo afetou a atividade dos microrganismos do solo no tempo zero, mas o
uso do inoculo de P. aeruginosa apresentou maior atividade apds 134 dias. Por outro lado, 0

tratamento com aplicacdo de ambos (detergente quimico e bactérias) ndo foi vantajoso.

Palavras-chave: desidrogenase, toxicidade, Pseudomonas aeruginosa LBI, solo, 0leo
lubrificante.



ABSTRACT

Petroleum and its subproducts are considered a treat for the environmental quality because of
the many environmental accidents that may occur during exploitation, transport and storage.
A common remediation technique used in the contaminated areas is based on the use of
surfactants, mainly the chemical ones, because they have low production costs. In the other
hand, some microorganisms have indicate capacities of producing surfactants that emulsify
substances and as result, offer a bigger contact surface for the microbiota degradation. This
biossurfactants stand out in comparison with the chemical surfactants because they present
lower micelar concentration values, are more tolerant for temperature and pH variation,
because they are biodegradable, have low toxicity, higher emulsification and hydrocarbon
solubilization index. In this way, after the surfactant application, a toxicity evaluation have to
be made to identify the treatment effects. In soil, the activity of some microbial enzymes can
show the environmental behavior of the contaminant under different treatment conditions.
Dehydrogenase is one example of those enzymes that can demonstrate indirectly the effect of
the pollutant on the soil microorganisms. The aim of this paper was to evaluate the toxicity
after the addition of a surfactant and/or Pseudomonas aeruginosa LBI in soil contaminated by
a mineral automotive lubricant. The previous mentioned bacteria are a potential biossurfactant
(rhamnolipid) producer. In order to evaluate the toxicity, the dehydrogenase test was run. In
this test, trifeniltetrazolium compound (TTC) after utilized as an electron acceptor, turns into
trifenil formazan (TPF), that can be indirectly quantified using the absorbance measured by
the spectrophotometer UV-visible. In this way, it was possible to quantify the dehydrogenase
activity from the contaminated soil samples at zero time and after 134 days of biodegradation.
The results indicated that the use of chemical detergent did not affect microbial activity at
zero time, but the use of P. aeruginosa showed more activity after 134 days. In the other

hand, the treatment that used both chemical detergent and bacteria was not beneficial.

Keywords: dehydrogenase, toxicity, Pseudomonas aeruginosa LBI, soil, lubricant oil.
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1. INTRODUCAO

O petroleo e seus derivados tém usos recorrentes nas mais diversas atividades e para
diversos fins em todas as partes do mundo. Sua producédo, centrada em apenas alguns locais,
obriga esse bem valioso a ser transportado por grandes distancias, por terra ou mar, sendo que
em algumas vezes acidentes no percurso acontecem, resultando em um grande desastre
ecologico e ambiental.

N&o apenas grandes acidentes sdo responsaveis pela poluicdo e contaminacdo por
hidrocarbonetos. Em uma escala menor, postos de combustivel, mecénicas, centros de
lubrificacdo, equipamentos de mecanizacdo agricola e outros estabelecimentos que utilizam
esses produtos e subprodutos podem se tornar uma fonte perigosa de contaminacao, com uma
contribuicdo menor, porém continua, advinda de pequenos vazamentos (MORGAN e
WATIKINSON, 1989). Nesses locais 0 manejo incorreto e de forma ndo segura e a
destinagdo inadequada das embalagens e utensilios que ainda contém hidrocarbonetos
também sdo fontes de contaminacdo (LOPES et al., 2008).

Alternativas de tratamento e recuperacdo ambiental foram desenvolvidas, sendo que
em muitas se utilizam produtos sintetizados quimicamente como emulsificantes e detergentes
no processo, 0os chamados surfactantes quimicos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Neste contexto, detectaram-se microrganismos capazes de produzir metabolitos que
facilitam a degradacdo do petréleo e derivados (CHAN, 2011; BENICASA, 2002). Assim,
fungos, leveduras e bactérias degradadores de petrdleo utilizam os hidrocarbonetos como
fonte de energia, transformando-os em subprodutos inofensivos ao meio ambiente. A
utilizacdo de organismos vivos no tratamento de ambientes contaminados torna a
biorremediagdo uma alternativa mais barata e sustentdvel (CHAN, 2011; ROSATO, 1997,
p. 313).

A microbiota do solo pode degradar uma ampla gama de hidrocarbonetos, mas sua
populacdo e atividade sdo afetadas quando contaminates toxicos estdo presentes em altas
concentragdes (YAOHUI SHU et al., 2010).

Os primeiros organismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de energia
foram descobertos por volta de 1903. Recentemente, muitas espécies de microrganismos sdo
conhecidas na degradagdo de hidrocarbonetos e eles podem ser isolados de aguas doces,
oceanos e também do solo (MIROSLAYV et al.,1996).



Atualmete, destaca-se o uso dos surfactantes e biossurfactantes na contencdo de
derramamento de petréleo em agua, na lavagem de solo contaminado com hidrocarbonetos e
derivados ( “soil flushing” e “soil washing”) e¢ também na lavagem de tanques de
armazenamento de tais produtos, dentre outras tantas aplicacoes.

Diante do exposto e dentro do contexto deste trabalho, destaca-se a necessidade de
métodos que avaliem a qualidade do solo depois do uso dos surfactantes, a fim de se verificar
o efeito nas comunidades microbioldgicas presentes.

Para verificar os efeitos desses surfactantes no ambiente contaminado com petréleo e
derivados, sdo realizados bioensaios de ecotoxicidade, os quais se tratam de metodologias
analiticas que permitem caracterizar a toxicidade desses contaminantes. A exposicdo de
organismos vivos (bioindicadores) a estas substancias € uma ferramenta valiosa de analise
ambiental.

Neste contexto, a atividade enzimética pode ser utilizada para descrever os efeitos de
compostos tdxicos sobre a populacdo microbioldgica do solo. As enzimas usadas na atividade
microbiologica do solo sdo as hidrolases (fosfatases e ureases) e as oxidoredutases
(desidrogenases) (RATSEP, 1991 apud Millioli et al., 2008).

A determinacdo da atividade desidrogenésica é o0 método mais comum utilizado para
testes de toxicidade enzimética e é baseado na estimativa da taxa de reducdo de TTC
(trifeniletrazolium cloridrico) a TPF (trifenil formazan) nos solos. O TTC funciona como
aceptor final de elétrons, sendo, portanto, um dos métodos mais freqlientemente usado para

estimar a respiracdo dos microrganismos no solo (BITTON e KOOPMAN, 1992).



2. OBJETIVO

Avaliar a toxicidade do oleo lubrificante usado em solo antes e ap0Os tratamento
biolégico com adicdo de Pseudomonas aeruginosa LBI e/ou surfactante quimico por meio da

analise da atividade desidrogenasica.



3. REVISAO BIBIOGRAFICA
3.1. O solo e 0s microrganismos

O solo é formado através da acdo de agentes fisicos, quimicos e biolégicos na rocha
matriz e compreende as fases sélidas, liquida e gasosa. Segundo Sparks (2003, p.43), em um
solo tipico usado para a agricultura a parte sélida do solo corresponde a 50% do volume, 0s
gases correspondem a 20-30% e a agua corresponde 0s outros 20-30%.

A fase solida compreende 45% de minerais, que variam segundo as caracteristicas
geolodgicas do local e cuja granulometria definird a porosidade do solo e de 5% matéria
organica o humus, decorrente da decomposicdo de vegetais e também animais (SPARKS,
2003, p. 43).

Nos intersticios dos granulos esta a fase gasosa, onde pode-se encontrar o oxigénio,
gas carbbnico, metano, gas sulfidrico e compostos de enxofre e nitrogénio. Todos esses gases
competem com a agua nos poros e quanto mais liquido presente, menos oxigenado sera o
solo. Essa distribuicdo pode mudar rapidamente, de acordo com as condi¢Bes climéticas e
outra gama de fatores (METTING, 1992, p.4), como a compactacdo do solo e seu uso e
ocupacéo.

As diferentes composi¢des do solo fazem com que suas propriedades fisicas variem
muito, afetando a microbiota local e dificultando seu tratamento.

A fracdo bidtica do solo diz respeito aos microrganismos que o habitam. Eles
metabolizam a matéria organica gerando substrato que fara parte da sucessdo tréfica no
ecossistema, sendo responsaveis pela ciclagem de nutrientes, decomposicdo de compostos
organicos e fluxo de energia do solo (TORVIK e @VREAS, 2002).

Eles também tém papel fundamental na eliminagdo de poluentes ambientais,
destacando-se as bactérias, que segundo Morgan e Watikinson (1989) citam em seu trabalho
estdo presentes na quantidade de 10° a 10° células por grama de solo.

Morgan e Watikinson (1989) tambem estabeleceram que a contaminagdo por
hidrocarbonetos, embora tenha um efeito danoso no ambiente, tem pouco impacto na biota do
solo, a ndo ser que grandes quantidades do derrame estejam envolvidas. No contexto da
resiliéncia ambiental, que seria a capacidade do meio em resistir a5 mudancas, temos que a
microflora e fauna do solo respondem a essas mudancas de forma positiva, ajudando na
recuperacdo do ambiente, embora o tempo requerido seja longo (MORGAN e
WATIKINSON, 1989).



3.2. O petroleo e seus derivados como fonte de contaminagao

Uma das maiores fontes de poluicdo da atualidade é o petréleo. Seja na prospeccao,
refino ou transporte, o risco esta presente. Ainda pode-se citar as areas proximas as refinarias,
oleodutos e tanques de armazenamento de combustiveis em estabelecimentos comerciais
(ROSATO, 1997, p. 308).

O petréleo é formado por hidrocarbonetos de diversas tamanhos de cadeias, sendo que
a maioria apresenta também enxofre e nitrogénio na sua composicdo. Seus diferentes
componentes sdo agrupados por fracOes, caracterizadas pela composi¢do fisico-quimica.
(ROSATO, 1997, p. 309).

Um de seus derivados, o o¢leo lubrificante, também gera preocupacdo, pois €
classificado como perigoso pela legislacdo brasileira, sequndo a NBR-10004/ABNT 2004, e
também em outros paises. Logo, seu manuseio, armazenamento e destino final devem ocorrer
de forma correta e cuidadosa para preservar a saide humana, a economia e 0 meio ambiente
(BARTZ, 1998).

A utilizacdo dos lubrificantes em processos industriais € vasta a fim de evitar o
desgaste de partes mdveis das maquinas e equipamentos, sendo, na maioria das vezes, um
6leo de origem mineral formulado a partir do petroleo (CONAMA-GMP, 2005). Acerca disto,
sabe-se que os 6leos lubrificantes podem ser minerais ou sintéticos, sendo que em aplicacGes
em campo os sintéticos sdo mais rapidamente degradados do que os minerais (HAIGHT,
1994).

Vale ainda ressaltar que o 6leo lubrificante torna-se mais toxico ap6s sua utilizacdo na
refrigeragdo e limpeza de equipamentos automotivos. Posteriormente a este processo, 0
lubrificante apresenta em sua composicdo alta concentracdo de moléculas oxidadas (acidos
organicos, cetonas; dioxinas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de viscosidade elevada)
e de metais pesados (cromo, cddmio, chumbo e arsénio); portanto, o 6leo usado possui risco a
satde e ao meio ambiente devido ao seu potencial carcinogénico (CONAMA-APROMALC,
2005). Além disso, eles sdo um dos poucos derivados do petréleo que ndo sdo totalmente
consumidos durante seu uso (GUEDES et al., 2005).

Silveira et al. (2006) detectaram um aumento nas concentracfes de cobre, chumbo,
ferro, enxofre e niquel no 6leo lubrificante apos sua utilizacdo. Desses compostos, o enxofre
guando em contato com o oxigénio forma éxidos de enxofre que, em contato com a dgua em
altas temperaturas e sob pressdo reage com SOs, origina 0 H,SO,, 0 qual se trata de um acido

altamente corrosivo. Os autores ainda citam que a presenca de aditivos ainda ndo consumidos



soma-se aos outros compostos, tornando dificil a degradacdo desse contaminante no meio
ambiente.

Vazamentos acidentais, falta de manutencdo em tanques de armazenamento ou
mesmo descartes inadequados do préprio 6leo e das embalagens que o continha se qualificam
como meio de entrada do 6leo no solo, onde este tenderé a se acumular entre as particulas, nos
poros, reduzindo a quantidade de oxigénio e permeabilidade da agua. A agua encontrando
obstaculos a sua passagem, tenderd a seguir caminhos menos resistentes, em regides
localizadas, levando a erosdo. Misturas de hidrocarbonetos viscosos podem cobrir a superficie
das particulas de solo, alterar significantemente as propriedades das ligacfes entre minerais
argilosos presentes e a capacidade de reter agua do solo (MORGAN E WATKINSON, 1989).

Depois de lancado no solo, esse 6leo infiltra juntamente com a agua pluvial, atingindo
o0 lencol freatico, pocos e corpos d’agua. Ja nas redes de drenagem de aguas residuarias,
chegam as esta¢des de tratamento, causando danos nos processos de tratamento e encarecendo
0 processo (SILVEIRA et al., 2005).

Outros componentes presentes no 6leo lubrificante que devem ser ressaltados séo 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, os HPAs (AVATEC, 2011). Eles apresentam
natureza carcinogénica e recalcitrante por serem dificeis de degradar, visto que seus
compostos tém maior nimero de anéis. Assim, tornam-se muito persistentes e inibem a acéo
dos microrganismos (ATLAS, 1991; MULLIGAN, 2004).

Hidrocarbonetos alifaticos também estdo presentes no Oleo cru e em outros
subprodutos do petréleo. Dentre as generalidades sobre estes compostos tém-se longas
cadeias de n-alcanos que séo transformadas de forma mais lenta do que compostos de cadeia
curta; hidrocarbonetos saturados que sdo degradados mais rapidamente do que seus analogos
insaturados; o grau de ramificacOes inversamente proporcional a taxa de degradacdo e, por
fim, a recalcitrancia comum para compostos alifaticos metilados (WATKINSON, 1989).

Para prevenir maiores danos ambientais, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
publicou a resolucito CONAMA n° 362/2005, que regula as atividades de coleta e
recolhimenro dos 6leos lubrificantes, estabelecendo obrigacGes e acGes coordenadas para
evitar ainda mais contaminacdes. Para que a resolugéo seja cumprida, o 6rgao também criou o
Grupo de Monitoramento Permanente (GMP), coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente
(GUSMAO, 2011).



3.3. Biorremediagao

Diante dos problemas advindos da contaminacdo por hidrocarbonetos e devido a
formas de tratamento caras e ineficientes, estudos foram a realizados tendo em vista a geracdo
de alternativas fisicas, quimicas e biologicas mais seguras e que alcancassem melhores
resultados (ROCHA et al., 2007).

A biorremediacdo, que corresponde a um tratamento bioldgico, vem ganhando
destaque dentre as outras, por ser ambientalmente adequada e mais eficiente, possibilitando
em alguns casos, a total mineralizacdo do composto contaminante (MARGESIN et al., 2000).
Sua utilizacdo pode ser realizada in situ, ou seja, no proprio local da contaminacdo, o que
torna o tratamento economicamente viavel, pois diminui custos com escavacao e disposicdo
off-site. Este método possibilita ainda que a remediacao seja implantada em areas construidas,
sem grandes desordens. (SKLADANY E METTING, 1992, p.486)

Entretanto, o sucesso da remedicdo depende da presenca de organismos degradadores,
do bom uso de suas capacidades e de um ambiente que favoreca seu crescimento. Ademais, a
possibilidade dos subprodutos gerados na degradacao serem persistentes ou perigosos exige
um estudo que verifique qudo perigoso este é. Por fim, a crescente demanda técnica no
tratamento de ambientes contaminados torna a biorremediacdo uma importante ferramenta,
sendo necessario, estudos prévios para posterior implantagdo em grande escala.
(SKLADANY E METTING, 1992, p.486)

O processo de biorremediacdo parte do principio da capacidade dos microrganismos
em utilizar os hidrocarbonetos e outros compostos do 6leo cru como fonte de energia,
reduzindo a concentragdo destas substancias no ambiente (ROSATO, 1997, p. 308).

Atualmente, véarios géneros de microrganismos sao conhecidos como potenciais
degradadores de hidrocarbonetos, tais como: Pseudomonas, Achromobacter, Vibrio,
Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Mycobacterium e
Nocardia (ROSATO, 1997, p.313).

Como aponta Rosato (1997, p.315), fatores fisicos e quimicos afetam a biodegradagéo
destes compostos, tais como: a temperatura, que altera a viscosidade do 6leo e provoca a
volatilizacdo dos componentes; 0s nutrientes, que S&80 necessarios para 0 crescimento
microbiano, destacando-se o nitrogénio, o fosforo e o potassio; o oxigénio, que é necessario
na oxidagdo do substrato; e outros fatores limitantes como a gua e o pH.

A microbiota indigena, ou seja, 0s microrganismos naturalmente presentes no

ambiente podem sofrer influéncia da contaminacdo com aumento ou diminuicdo em



biomassa, de acordo com as caracteristicas do poluente. Quando 0s microrganismos s&o
positivamente afetados e se adaptam as condicGes do ambiente, hd o crescimento da
populacdo e, conseqlientemente, aumento da capacidade degradativa (ROSATO, 1997,
p.318).

Essa propriedade, denominada atenuacgdo natural, é de extrema importancia, sendo
tema de pesquisas em diversas partes do mundo como na organizacdo alemd KORA. Estes
cientistas alemées alegam que outras formas de remediacdo tradicionais apenas transferem o
problema (“dig and pump”) ou ndo sdo tdo efetivas num periodo de tempo razoavel (“pump
and treat”), além de apresentar um valor muito alto. Seus novos estudos mostraram que a
degradacéo intrinseca e processos de detencdo no local sdo mais efetivos do que tratamentos
induzidos por medidas técnicas (KORA, 2011).

Partindo da logica da atenuacdo natural, podemos citar métodos que catalisam o
processo, como exemplo: a bioaumentagcdo, quando microrganismos selecionados sao
adicionados, aumentando a eficiéncia de degradagdo intrinseca em um periodo curto de tempo
(SKLADANY e METTING, 1992, p.504); a biosolubilizacdo que solubiliza o contaminante
pela adicdo de surfactantes, aumentando sua area efetiva e favorecendo a acdo dos
microrganismos (MILLIOLI, 2009); e a bioestimulacdo, quando nutrientes sdo utilizados a
fim de disponibilizar melhores condi¢cBes para 0s organismos ja presentes no local
(FRANKENBERGER et al., 2004).

Vale ainda ressaltar que o tema ja é abordado pela agéncia americana de protecao
ambiental (EPA) na sua legislacdo (USEPA, 1999).

3.4. Ecotoxicidade

O desenvolvimento de critérios ecotoxicoldgicos para a avaliacdo da qualidade do solo
€ uma importante alternativa, tanto para determinacdo dos niveis aceitaveis de compostos
quimicos toxicos, assim como, para o planejamento e execucdo de estratégias de processos de
biorremediagédo. A necessidade de remediagéo de locais contaminados por hidrocarbonetos de
petréleo tem aumentado consideravelmente e, associado a este fato, métodos toxicol6gicos
sdo empregados na analise da eficiéncia desse tratamento em restabelecer o equilibrio do
ecossistema (CHAPMAN, 1991, apud BARROS, 2007).

A biorremediacdo de ambientes contaminados com derivados de petroleo geralmente
se utiliza de microrganismos na sua decomposi¢do, como demonstrado por Montagnolli et al.
(2009). Logo, eles podem ser utilizados como indicadores ambientalmente relevantes da

poluicdo. Assim, investigacdes biologicas do solo podem dar informacGes dos efeitos dos



poluentes na sua atividade metabolica e na atividade dos microrganismos, servindo de medida
ao impacto da poluicédo na saude do solo (VAN BEELEN e DOELMAN, 1996).

Para avaliar os resultados da descontaminacdo é preciso além de medir 0s
hidrocarbonetos remanescentes no solo, observar também o0s processos microbioldgicos, ja
que nem todos o0s contaminantes sdo mineralizados no curso da biodegradacdo
(JOERGENSEN et al., 1995).

A taxa de degradacdo do contaminante pode ser estimada por diversos métodos, como
medicdo de aumento de CO, ou absorcdo de O, determinacdo da diminuicdo da matéria
organica por perda de peso e aumento da atividade metabdlica dos microrganismos
(NANNIPIERI et al., 1990). Também, a determinacdo de efeitos toxicos pode ser conduzida
em relacdo a microbiota, pela alteracdo na atividade biol6gica do solo (ALEF, 1995).

Os testes de toxicidade microbiolégicos normalmente aplicados podem ser
categorizados como testes de espécies individuais, medidas da biomassa, transformacéo de
carbono e nitrogénio, testes enzimaticos e testes medindo mudangas na diversidade
microbiol6gica (VAN BEELEN e P. DOELMAN, 1996).

Estudos da atividade das enzimas indicam o potencial do solo de realizar processos
bioquimicos que sdo importantes para manter sua fertilidade. O conhecimento da atividade
enzimatica da uma idéia das mudancas sofridas pelos substratos e microrganismos durante a
evolucdo da matéria organica, segundo Dick e Tabatabai (1993 apud GARCIA,
HERNANDEZ, COSTA, 1997).

Enzimas sdo proteinas que catalisam reacdes bioldgicas em animais, plantas e células
microbianas j& que diminuem a energia de ativacdo das reacdes. A relacdo entre atividade
microbioldgica e a atividade das enzimas pode ser usada para indicar o efeito toxico de
contaminantes. (BITTON e KOOPMAN, 1992)

O conceito de determinagdo da atividade metabdlica de microrganismos em solo e
outros habitats utilizando a atividade desidrogenasica foi introduzido por Lenhard, em 1956
(Garcia et al.,1997). Resultados de estudos posteriores validaram o conceito, como os citados
por Jones e Prasad (1969). Seus resultados mostraram que medidas da atividade de uma ou
mais enzimas da cadeia respiratdria seriam representativas da taxa de energia transferida.

Sistemas desidrogenasicos possuem um nivel de especificidade pelo substrato muito
caracteristico e parte integrante dos microrganismos, por essa razdo eles foram propostos

como indicadores da atividade microbioldgica do solo (GARCIA et al., 1997).
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A maioria dos testes enzimaticos é artificial e se refere ao potencial das enzimas do
solo. Estes métodos sdo realizados atraves de uma quantidade definida de solo incubado em
ambiente aquoso com substrato especifico e algumas vezes com uma solucdo tampéao. A
enzima converte 0 substrato especifico em outro composto que possa ser extraido e
quantificado por espectroscopia, por exemplo (VAN BEELEN E P. DOELMAN, 1996).

A atividade desidrogenasica pode ser estimada pela taxa de reducdo de TTC
(trifeniltetrazolium cloridrico) a TPF (trifenil formazam), como demonstrado na Figura 1. O
TTC funciona como aceptor de elétrons e, assim, é utilizada para mensurar a atividade da
enzima desidrogenase no solo, através da quantificacdo do composto TPF (BARROS, 2007).

4
O i = O e
—_ LY
\N:N‘FCI N=N

TTC TPF

Figura 1 - Reducdo do TTC (trifeniltetrazolium cloridrico) a TPF (trifenil formazam) na
analise da atividade da enzima desidrogenase (NANNIPIERI et al., 1990).

Enfatiza-se que a determinacdo dessa atividade é simples, econdmica e sensivel
quando comparada a outros indicadores da atividade microbiolégica, segundo Garcia et al.
(1993 apud GARCIA,HERNANDEZ, COSTA 1997).

3.5. Surfactantes vs. Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos, ja que sdo constituidos por um grupo polar
(hidrofilico) e um grupo néo polar (hidrofobico). S&o usados como agentes emulsificantes e
floculantes por diminuirem a tenséo superficial, aumentarem a solubilidade, devido ao seu
poder detergente e capacidade de formacdo de espuma. Eles tendem a se distribuir nas
interfaces (sélido-liquido, liquido-liquido ou vapor-liquido), concentrando sua parte
hidrofobica na superficie enquanto orientam a hidrofilica em diregédo a solugdo (MULLIGAN,
2004). Portanto, em mistura dgua-substancia hidrofobica, como hidrocarbonetos de petréleo,
os (bio)surfacantes promovem a reducdo da tensdo interfacial da mistura, facilitando a acao
dos microrganismos na decomposic¢do destes compostos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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Alguns exemplos de surfactantes i6nicos usados comercialmente incluem ésteres
sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e sais de aménio quaternario (catidnioco)
(NITSCHKE e PASTORE, 2002).

J& os biossurfactantes sdo produtos do metabolismo de microrganismos, como
bactérias e fungos, e suas principais classifica¢cbes bioquimicas incluem: glicolipidios,
lipossacaridios, lipoproteinas, lipopeptidios, fosfolipidios e acidos graxos. A maioria dos
biossurfactantes sdo neutros ou anibnicos variando desde pequenos acidos graxos até grandes
polimeros (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Entre os glicolipideos podemos citar 0s
ramnolipideos (Figura 2), que sdo os biossurfactantes produzidos por bactérias do género
Pseudomonas (MULLIGAN, 2004).

Oo— (|3H— (CH,)s——CH,
H O CH,

CH, (|3 =0
T
OH (5  CH—(CH,)s—CH,

OH OH

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de ramnolipideo (MULLIGAN, 2004)

A espécie bacteriana Pseudomonas aerugionosa é comumente encontrada no meio
ambiente e pode ser isolada da &gua, solo e plantas. Além disso, P. aeruginosa pode ser um
patdgeno oportunista do homem ocasionando infec¢es. Esta espécie foi inicialmente
estudada como produtoras de ramnolipideos por Jarvis e Johnson em 1949 (CHAVEZ et al.,
2005), produzindo o biossurfactante a partir de substratos como C11, C12, alcanos,
succinatos, piruvatos, citratos, frutose, glicerol, éleo de oliva e glicose (MULLIGAN, 2004).

As funcdes naturais dos ramnolipideos ainda ndo sdo bem entendidas, mas Chavez-
Soberon et el. (2005), especulam que eles se relacionam com a toxicidade a outros
organismos como atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e algumas gram-

negativas e outras atividades antivirais, antifungicas, micoplasmacida, algicida e antiameba.
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Os biossurfactantes se destacam em relagdo aos surfactantes quimicos por terem
valores mais baixos de concentracdo micelar critica (CMC), serem mais tolerantes a
alteracdes de temperatura e pH, pela sua alta biodegradabilidade, baixa toxicidade e alto
indice de emulsificacéo e solubilizagdo de hidrocarbonetos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Urum et al. (2004) ainda citam como vantagens dos biossurfactantes sua
biodegradabilidade, a facilidade de serem produzidos por fontes renovaveis, sua possivel
regeneracdo, alta especificidade e menor toxicidade. Portanto, ao serem utilizados no
tratamento de ambientes contaminados, ndo ha a necessidade de remocao posterior ao uso
devido a duas importantes caracteristicas: baixa toxicidade e alta biodegradabilidade.

Os processos de remediacdo de solo contaminado com petroleo e derivados com
surfactantes quimicos sdo relativamente rapidos e vem sendo utilizado ha muito tempo.
Entretanto, a utilizagdo de biossurfactantes ¢ uma préatica relativamente nova (URUM, 2004).

Neste contexto, foi observada uma grande eficacia no processo de remogéo de petréleo
em solo utilizando os ramnolipideos. (URUM et al., 2003; URUM e PEKDEMIR, 2004 apud
MILLIOLI et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

4.1.1. Solo

O solo foi comprado em um estabelecimento comercial de materiais de construgdo no
municipio de Rio Claro-SP. Todo o solo foi peneirado com uma peneira de malha 1,41 mm,
para que o material ficasse homogéneo durante 0s ensaios.

Assim, foram preparados cinco sacos plasticos, cada um contendo 500 g de solo.

4.1.2. Oleo Lubrificante

O Oleo lubrificante automotivo usado foi coletado em um centro de lubrificagdo no
municipio de José Bonifacio-SP e tratava-se de um 0leo lubrificante de origem mineral, marca
Helix Shell® (Apéndice I- Foto 3).

4.1.3. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram caldo nutriente e 4gar nutriente.

Ambos foram preparados dissolvendo 3,0 g de extrato de carne e 5,0 g de peptona em
1 L de agua destilada. Entretanto, na composi¢do do meio agar nutriente foi acrescido ainda
17,0 g L™ de 4gar.

No experimento foram utilizados 50 mL de caldo nutriente para inoculacdo das
bactérias.

4.1.4. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Pseudomonas aeruginosa LBI previamente isolada de
ambiente contaminado por petroleo (Benicasa et al, 2002).

A bactéria estava estocada em meio agar nutriente (Apéndice I- Fotos 1 e 2) e
refrigeradas a aproximadamente 4 °C. A reativacdo da cultura foi realizada por meio da
inoculacdo de duas alcadas do meio estoque em 50 mL de caldo nutriente estéril, que

permaneceu sob agitacdo de 150 rpm por 24 horas a 30 °C.

4.1.5. Surfactante Quimico

O surfactante quimico utilizado foi o detergente comercial EcoQuimica® (Apéndice I-
Foto 4). A composicao do surfactante estd apresentada abaixo (Tabela 1):



Tabela 1 - Componentes do detergente quimico EcoQuimica® para o preparo de 1,0 L

Composto Quantidade
Acido sulfénico 90% 0,060 g
Agua Milli-Q 0,885 L
Amida 60% 0,020 ¢
Cloreto de sodio 0,003 g
Formol inibido 0,006 L
Lauril éter sulfato de sédio 0,015 ¢
Soda caustica 0,016 g
Trietanolamina 0,003 g

Uréia técnica 0,010 g
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5. Preparo das solugdes
5.1. Tampao tris-HCI

O preparo da solucdo tampdo de tris-HCI (tris-[hidroximetil]-aminometano) foi
realizado na concentragdo de 100 mM.

Dissolveu-se 12,1 g de tris-HCI ema 700 mL de &gua destilada. Posteriormente, o pH
da solucéo foi mantido em 7,8 devido ao carater acido do solo (ALEF, 1995).

Inicialmente o pH apresentou-se alcalino (10,33), sendo o controle feito através da
adicdo de &cido cloridrico (1,0 M), até a concentracdo ideal de 7,8 (ALEF, 1995).

5.1.1. TTC - Trifeniltetrazolium cloridrico

A solucdo de TTC foi preparada diluindo-se 2,0 g de TTC em 200 mL da solucédo
tampdo tris-HCI (ALEF, 1995).

5.1.2. Detergente Quimico

A concentracdo de detergente quimico comercial utilizado foi de 1,0% p/v. Assim,
0,500 g do detergente EcoQuimica® foi adicionado a 50mL de &gua destilada e

homogeneizado lentamente.
5.2.  Andlises do solo
5.2.1. Granulometria

O solo foi analisado no Laboratério de Geotécnica do Instituto de Geociéncias e
Ciéncias Exatas (IGCE-UNESP, Rio Claro).

A analise granulométrica iniciou-se com o solo permanecendo por 19 h a 25°C em
estufa, sendo macerado ap0s seco para que os grdos ficassem mais soltos. Foram pesados
200 g e colocados no agitador de peneiras por 10 minutos.

As peneiras usadas tinham malhas de #30 (didmetro de 0,59 mm); de #70 (diametro de
0,210 mm) e de #230 (diametro de 0,062 mm).

A seguir estdo apresentados os intervalos de diametros em que os granulos sao
classificados, segundo as normas da ABNT NBR 6502/95.

Tabela 2 - Classificacdo do solo quanto a granulometria

Areia Intervalo de didmetros (mm)
Grossa 0,600 — 2,000
Média 0,200 - 0,600

Fina 0,060 - 0,200
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522. pH

Foram pesados 10,0 g de solo e misturados com 25,0 mL de agua destilada. A mistura

ficou em agitacdo por 10 minutos, a fim de se obter o pH real do solo (BARROS, 2007).
5.3. Ensaios

Foram preparados cinco ensaios (Apéndice I- Foto 6), segundo Lopes e Bidoia (2009)
com adaptacBes. Todos os ensaios continham 500 g de solo e foram realizados em sacos

plasticos de 1,0 L. Na Tabela 3 estdo especificados os componentes de cada ensaio.

Tabela 3 — Composicao dos ensaios realizados

Ensaio Agua Oleo Surfactante In6culo de Descricéo
Destilada  Lubrificante Quimico Pseudomonas
Usado Comercial aeruginosa LBI
El 50,0 - - - Controle 0
E2 25,0 25,0 - - Controle 1
E3 12,5 25,0 12,5 - Biossolubilizagéo
E4 12,5 25,0 - 12,5 Bioaumentacéo
E5 - 25,0 12,5 12,5 Biossolubilizagdo e

Bioaumentacdo

*quantidades em mL

Foram realizados dois tempos de tratamento para os diferentes ensaios: tempo zero (1)

e tempo final (t;), ap6s 134 dias de biodegradacé&o.
5.3.1. Enterro dos ensaios

Os sacos plasticos ficaram enterrados a aproximadamente 15 cm de profundidade do
dia 24 de abril de 2011 ate o dia 5 de setembro de 2011 no Jardim Experimental do Instituto
de Biociéncias (IB-UNESP, Rio Claro), por um periodo total de 134 dias (Apéndice I- Foto
7).

5.4. Atividade desidrogendsica

A analise da atividade desidrogenasica foi realizada segundo o0 método descrito por
Alef (1995), e foram realizados para todos os ensaios (E1, E2, E3, E4 e E5) nos dois tempos
de biodegradacéo (inicial e final), totalizando 10 testes em triplicatas.

Para cada teste, foram pesados 5,0 g da amostra de solo, transferidos para frascos de
vidro ambar e adicionados 5,0 mL de solugdo de TTC (Apéndice I- Foto 8). Os testes

permaneceram durante 24 h a 30 °C em camara de germinacgéo B.O.D.
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Transcorrido este periodo de 24 h, foram adicionados 40 mL de metanol em cada
frasco e os testes permaneceram sob agitacdo a 150 rpm durante duas horas a 30 °C.

As amostras foram filtradas a vacuo utilizando papel filtro (Apéndice I- Foto 9),
separando o solo em suspenséo da solugéo de extracdo. As amostras de solo filtradas foram
descartadas e suas respectivas solugGes contendo o TPF extraido com metanol foram
transferidas para béqueres para posterior leitura em espectrofotdometro UV-Vis (Apéndice I-
Foto 10).

Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 485 nm para
todos os extratos de metanol (testes em triplicatas). Os resultados de concentracdo de TPF, em
g L™, foram calculados segundo a curva padréo estabelecida por BARROS (2007, pg 43):

[TPF] = 0,0229x — 0,00006  com R%=0,9999

Os valores utilizados para a confeccdo da curva padrdo de Barros (2007) podem ser

visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores utilizados para construcéo da curva padrédo da concentracdo de TPF

TPF Abs
(9/L) (nm)
0 0
0,01 0,436
0,02 0,887
0,03 1,301

0,04 1,746
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Analises do solo

O solo analisado apresentou as seguintes granulometrias: 10,83% de areia grossa,
68,68% de areia media, 19,17% de areia fina e 1,32% de areia muito fina.
Em relacdo ao pH, o resultado encontrado foi de 5,4, tratando-se de um solo levemente
acido.
6.2. Atividade desidrogenasica

Na Figura 3 abaixo estdo apresentadas as concentracdes de TPF a partir de valores de
absorbéancia lidos no espectrofotdmetro UV-Vis para os diferentes ensaios nos tempos inicial
(zero) e final (134 dias de biodegradacdo). Observa-se que os valores foram calculados de
acordo com a média dos testes em triplicata (Tabela 5) junto ao desvio padrdo para cada
ensaio realizado. Os valores obtidos dos 15 experimentos realizados, em t; e apos 134 dias,
que foram utilizados para o célculo da média das triplicatas encontram-se no Apéndice 1.

7.5
5.0 4

2.5

0-0 I Ll L] T I
E1 E2 3

Ensaios

ea4 ' s '

Figura 3 — Atividade desidrogenésica nos diferentes tempos de biodegradacdo para os ensaios

realizados.
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Tabela 5 — Médias da concentragdo de TPF (mg L™) nos ensaios realizados

ENSAIOS To T 134 dias
El 6,12 4,23
E2 18,1 11,56
E3 18,3 12,29
E4 16,45 14,80
E5 16,81 12,48

Em E1 (controle), que continha apenas o solo, o resultado apresentou baixa atividade
desidrogenasica tanto inicial, quanto final quando comparadas as atividades dos outros
ensaios, mostrando a atividade natural dos microrganismos presentes normalmente no solo
(Tabela 5).

Na literatura encontram-se dados semelhantes, como o estudo de Millioli (2009) que
apresenta um valor de 6,5 mg L™ de TPF em 24 h para solo virgem.

A diferenca de leitura dos valores inicial e final pode indicar 0 consumo de matéria
organica do microcosmo do ensaio, ja que as amostras foram enterradas em sacos plasticos
contendo pequenos furos. Assim, a assimilacdo das substancias pelos microrganismos, fez
com que elas se tornassem limitadas, impedindo que estes continuassem crescendo.

Em E2 (solo e d&leo lubrificante) também foi obtido uma menor atividade
desidrogenasica final, quando comparado com o tempo inicial (Tabela 5).

Neste caso, como o Gleo lubrificante € composto por diferentes moléculas e cada
organismo tem a capacidade especifica em degradar certas substancias, o resultado pode ser
baseado na capacidade da microbiota presente no solo em metabolizar inicialmente os
compostos de facil assimilacdo. Assim, as moléculas de dificil biodegradacéo permaneceram
no solo e possivelmente inibiram o posterior crescimento da comunidade microbiana
(SATHISHKUMAR et al., 2007; ATLAS, 1995).

Além disso, os subprodutos da biodegradagdo gerados podem se tornar mais toxicos
que os compostos de origem, afetando a atividade dos microrganismos. Estudos recentes
mostram que em alguns casos, 0 metabolismo microbiano de hidrocarbonetos de petroleo
pode produzir metabolitos toxicos como acidos nafténicos, que podem dificultar subseqlientes
biodegradacoes devido a sua toxicidade (YAOHUI SHU e MANG LU, 2010). Isso também

pode explicar a reducdo da atividade desidrogendsica encontrada em E2 ap6s 134 dias.
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Neste contexto, tem-se que o grau no qual o composto resiste a degradacdo é chamado
de recalcitrancia. Essa propriedade é dependente da caracteristica de cada molécula e das
condicdes ambientais (SKLADANY E METTING, 1992, p.487).

Nos ensaios realizados por Frankenberger et al. (2004), utilizando solo contaminado
com Oleo diesel de duas regiGes (China e EUA), foi analisada a atividade desidrogenasica
apos adicdo de consorcio microbiano isolado de um dos solos. As anélises foram realizadas
emO, 1, 2, 6, 8 e 12 semanas e mostraram aumento das atividades com o passar das semanas.
Pequenas flutuagBes na atividade aconteceram por volta da 6% semana com posterior aumento
e manutencédo do valor da atividade. Os resultados ndo sofreram variacéo significativa com o
aumento do tempo de incubacdo. Uma hipotese que explica a atividade desidrogenasica ter se
mantido crescente vem do fato de que semanalmente as amostras do solo foram umedecidas
com &gua destilada, procedimento ndo realizado no presente trabalho. Assim, foi possivel
concluir que houve baixa oxigenacdo e quantidade de &gua disponivel para que 0s
microrganismos obtivessem condic¢des étimas. Outro fator de destaque foi o tempo de duracéo
do experimento de 12 semanas, pois a flutuacdo da atividade desidrogendsica encontrada pode
ter representado o inicio de uma tendéncia, como observado no estudo de Pereira (2005).

A biodisponibilidade do poluente, ou seja, 0 grau em que 0 componente em questao
pode ser obtido e utlilizado pelos microrganismos (SKLADANY E METTING, 1992, p.494)
também se tornou uma hipotese em relacdo aos resultados obtidos. A biodisponibilidade é
restrita quando taxa de consumo pelos organismos € limitada por barreiras fisico-quimicas
entre este e 0s organismos. Deste modo, se 0 poluente esta dissolvido da agua dos poros,
adsorvido ou absorvido nas particulas do solo a biodegradacdo se torna mais dificil
(VOLKERING, 1998).

Li et al. (2007) avaliaram a adicdo de diferentes concentracdes de 6leo diesel em solo
e verificou a atividade desidrogenasica relacionada. Apenas em concentracfes mais baixas
(500 e 10.000 mg kg™*) e ap6s 110 dias de experimento a atividade final apresentou-se maior
que o valor encontrado no tempo inicial. Portanto, os resultados encontrados em E2, com
menor atividade desidrogenasica ap6s 134 dias, sdo corroborados pelos dados por Li et al.
(2007).

Igualmente em E3 (solo e surfactante quimico), o valor inicial da atividade
desidrogenasica foi mais alto que o final, sendo valores muito proximos aos obtidos no ensaio

E2 (Tabela 5). Desta forma, concluiu-se que a adi¢do do surfactante quimico 1,0% p/v, ndo
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obteve efeito na comunidade microbiana, ou seja, ndo proporcionou maior atividade e nem
apresentou toxicidade.

Ainda, a menor atividade final em E3 pode ser explicada em funcdo da pequena
biodisponibilidade do 6leo sorvido nos intersticios do solo, dificultando sua remogdo. Na
contaminacdo inicial (tp), ndo houve tempo suficiente para que o dleo fosse sorvido, sendo
mais disponivel para a acdo dos microrganismos (VOLKERING, 1998). Portanto, concluiu-se
que a concentracdo de surfactante quimico utilizada ndo possibilitou a solubilizacdo do
lubrificante para maior biodisponibilidade & comunidade microbiana.

Ademais, o 6leo lubrificante pode ter sido intemperizado e, com a perda de compostos
volateis, tornou-o com maior peso molecular, maior densidade e maior viscosidade. Desta
forma, ocorreu aumento na ligacdo 6leo-solo e nas concentracdes de enxofre e metais pesados
(URUM et al., 2004). Assim, mesmo com o efeito de solubilizacdo do 6leo realizado pelo
surfactante, as condi¢des ndo possibilitaram um resultado positivo na atividade microbiana.

Quanto a atividade inicial, temos que, Millioli (2009) avaliou a varia¢do da atividade
desidrogenasica através da adicdo de diferentes concentracdes do surfactante quimico SDS
(dodecil sulfato de sodio). A autora obteve uma concentracdo de TPF de 17 mg L™ apés 24 h
quando utilizado 1,0 mg g™ de SDS. Para a mesma concentracio de surfactante quimico, neste
trabalho obtive-se valor semelhante (18 mg L™ ). Millioli (2009) também concluiu que para
concentracdes maiores, entre 10 e 15 mg L™, houve maior atividade desidrogenasica. Logo,
uma maior concentracdo de SDS contribuiu com maior atividade desidrogenasica da
comunidade microbiana do solo.

O padrdo encontrado de maior atividade desidrogenasica no tempo inicial em relacdo
ao final se manteve nos ensaios com a adi¢do do indculo de Pseudomonas aeruginosa LBI
(E4 e E5). Porém, o valor encontrado apds 134 dias em E4 (solo e indculo de P. aeruginosa
LBI) foi maior que nos outros ensaios (Tabela 5).

De acordo com Yaohui Shu e Mang Lu (2010), a populacdo microbiana pode ter
reduzido no decorrer do tempo, pois fatores como nutricdo e aeragdo séo mais importantes do
que a quantidade de biomassa. Assim, a oxigenagéo e a disponibilidade de nutrientes foram
fatores limitantes na degradacao continua do 6leo lubrificante.

Noordman et al. (2002) revelaram que, em solos com poros pequenos e contaminados
com hexadecano, o ramnolipideo produzido por Pseudomonas aerugionosa foi capaz de
disponibilizar o contaminante sorvido. O mesmo pode ter ocorrido com o dleo lubrificante no

presente estudo, pois a bactéria P. aeruginosa LBI adicionado possivelmente produziu
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ramnolipideos que tornaram o 6leo mais disponivel para a acdo microbiana. Assim, obteve-se
maior atividade dos microrganismos no tempo final em E4 em comparagdo aos outros quatro
ensaios realizados.

Millioli (2009) avaliou a variacdo da atividade desidrogenésica através da adicdo de
diferentes concentracGes de dois surfactantes: SDS (quimico) e JBR 210 (biossurfactantes).
Na concentracdo de 1,0 mg g™ de surfactante, a atividade desidrogenasica nos testes com o
JBR 210 foi maior. Para a mesma concentracdo de surfactante quimico neste trabalho, foram
obtidos valores diferentes, pois ndo houve a adicdo de ramnolipideos e sim do in6culo
bacteriano. Desta forma, a baixa atividade encontrada em E4 demonstrou que n&o houve
producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa no tempo inicial devido ao pequeno tempo de
contato bactéria-hidrocarboneto.

A atividade desidrogenasica final em E5 (solo, surfactante quimico e in6culo de P.
aeruginosa LBI) se assemelha a atividade final em E3, onde foi usado apenas o surfactante
quimico (Tabela 5). Logo, concluiu-se que o surfactante quimico interferiu no crescimento da
bactéria adicionada. Estudos de Volkering (1998) evidenciaram diversos surfactantes que
causaram inibicdo no crescimento das bactérias isoladas, confirmando a toxicidade de alguns
surfactantes em relacdo a diferentes espécies microbianas.

Os efeitos téxicos dos surfactantes nas bactérias se devem ao rompimento da
membrana celular, resultado da interacdo do surfactante com os lipideos e devido a reacéo do
surfactante com moléculas de proteina essenciais ao funcionamento da célula (JENSEN, 1999
apud LIMA et al., 2011).

Alem disso, Volkering (1998) demonstrou que em pH 7,0 ou maior, surfactantes
catibnicos sdo 0s mais toxicos para as bactérias, enquanto que 0s anidnicos tem
comportamento mais téxico em valores de pH mais baixos. Os surfactantes ndo-iénicos sdo
em geral 0s menos ativos contra bactérias do que os ionicos.

Em relacdo ao presente estudo, o detergente quimico EcoQuimica® utilizado possui
em sua composicdo o lauril éter sulfato de sodio, de carater aniénico. Assim, pelo solo
apresentar-se de carater acido, este surfactante pode ter gerado efeito tdxico especifico no
indculo de P. aeruginosa LBI em E5.

Os resultados referentes ao tempo inicial de E4 e E5 foram semelhantes. Deste modo,
a atividade desidrogenésica encontrada nestes ensaios foi resultante da adigdo do indculo de
P. aerugiona LBI, pois a presenca do detergente quimico em E5 ndo proporcionou nenhum

efeito.



23

O mesmo resultado foi encontrado por Auger et al. (1995) utilizando naftaleno e um
surfactante ndo-idnico (octaetilglicol mono n-dodecil éter). Os autores realizaram
experimentos com estes compostos na presenca de uma cultura de Pseudomonas. Seus
resultados mostraram que ndo houve efeito do surfactante no crescimento das bactérias,
indicando que a toxicidade esta relacionada com a biodisponibilidade do naftaleno.

Em suma, tem-se que os resultados de atividade desidrogenasica para todos 0s ensaios
foram menores no tempo final. Esta reducédo na atividade dos microrganismos em solo apés
certo periodo da contaminagdo inicial também foi encontrada por Yaohui Shu e Mang Lu,
(2010) e Débora Sanchez Pereira (2005).
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7. CONCLUSOES

Concluiu-se por meio dos resultados apresentados que:

- em todos os ensaios a atividade desidrogenasica diminuiu no tempo final ap6s de 134
dias;

- a mistura de in6culo de Pseudomonas aeruginosa LBI e detergente quimico na
concentracdo utilizada ndo mostrou maior eficiéncia quando comparado ao uso dos dois
isoladamente;

- a adicdo do surfactante quimico proporcionou maior atividade desidrogenéasica dos
microrganismos no tempo inicial quando comparada a adicdo do indculo de Pseudomonas
aeruginosa LBI. Contudo, ap6s 134 dias a atividade foi maior no ensaio contendo o inéculo;

- a analise da atividade da comunidade microbiana é um instrumento importante para
avaliar o resultado da biorremediacdo, pois além de se obter a remocdo do poluente é
importante também que o tratamento ndo torne as condi¢Bes ambientais menos favoraveis

para que se mantenha a biota do local.
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8. RECOMENDACOES

Sugere-se que sejam feitas analises em intervalos menores e também estender o tempo
final para que se possa melhor avaliar a taxa de variacdo da atividade microbioldgica e
compreender suas limitagoes.

O estudo de Yaohui Shu e Mang Lu (2010) demonstrou que a adicdo de
microrganismos imobilizados aumentou a eficiéncia da degradacdo dos contaminantes.
Assim, a utilizacdo de substratos organicos na imobilizacdo de células microbianas torna-se
uma importante ferramenta para obter maior eficiéncia de degradacdo, pois a matriz aumenta
a resisténcia da cultura em condic6es extremas.

Recomenda-se 0 uso de culturas isolas do préprio local contaminado, pois estas ja se
encontram adaptadas as condi¢des e, assim, podem ser mais eficientes na remoc¢do do
contaminante (FRANKENBERGER et al., 2004).

Além da biocaumentacdo e biossolubilizacdo, a bioestimulacdo também pode ser
realizada a fim de avaliar especificamente os fatores limitantes & atividade da comunidade
microbiana presente no local onde os ensaios serdo enterrados. Segundo MARGESIN et al.
(2000), a bioestimulacdo do solo usando fdsforo e nitrogénio melhorou a eficiéncia na
degradacéo de hidrocarbonetos quando a falta de nutrientes foi o fator limitante da atividade
dos microrganismos.

A inoculacdo de um consércio microbiano torna-se um procedimento a ser explorado
devido a maior eficiéncia de biodegradacdo, pois a associacdo de diferentes culturas
proporciona uma gama maior de enzimas. Logo, 0os microrganismos sdo beneficiados no
sentido de que o subproduto de uma reacdo torna-se substrato para outra, reduzindo os
contaminantes residuais. (SATHISHKUMAR et al., 2008)

Outra sugestdo é o uso de microrganismos associados a fitorremediacdo. Tang et al
(2010) demonstraram que 0 uso de microrganismos associados a uma graminea aumentam a
eficiéncia de remocdo de hidrocarbonetos em 58%. O uso de plantas ajudaria a degradacao
dos compostos mais resistentes, como os hidrocarbonetos saturados, pois ocorreu de forma
mais eficiente na presenca dos microrganismos junto ao vegetal.

Diferentes concentracdes e tipos de surfactantes devem ser avaliados, ja que estes
compostos interferem na atividade microbioldgica e na remocdo dos contaminantes. Millioli
(2009) realizou experimentos com surfactantes quimico e bioldgico e demonstrou que a

aplicacdo do biossurafactante JBR 210 resultou em maior atividade enzimética em relagdo ao
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SDS (quimico) em concentracdes de até 8,0 mg L™. Em concentraces maiores, os valores da
atividade desidrogenasica encontrados foram maiores utilizando SDS.

Ressalta-se que um estudo ecotoxicoldgico mais detalhado se faz necessario para
detectar possiveis compostos toxicos resultantes da degradacdo, ainda mais perigosos que sua
molécula inicial. Deste modo, ensaios de toxicidade com minhocas e germinagdo de sementes
(BARRQOS, 2007; LOPES et al., 2010; MILLIOLI, 2009) séo indicados.
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APENDICE I

Relatorio Fotografico

Foto 01 - Pseudomonas
aeruginosa LBI em meio agar
nutriente.

Foto 02 - P. aeruginosa LBI
ativadas em meio liquido
caldo nutriente.

Foto 03 - Oleo lubrificante
automotivo usado.
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Foto 04 - Solucdo de
surfactante quimico comercial
Ecoquimica®.
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Foto 05 - Perfurages
realizadas nos sacos plasticos
COM aos ensaios.

Foto 06 - Ensaios prontos
para serem enterrados.




35

Foto 07 - Disposi¢do dos
ensaios na valeta do Jardim
Experimental do Instituto de
Biociéncias (IB-UNESP, Rio
Claro).

Foto 08 - Amostras de solos
dos diferentes ensaios em
vidro ambar para realizacdo
da analise da atividade
desidrogenasica.

Foto 09 - Metodologia
experimental utilizada na
avaliacdo da atividade da
enzima desidrogenase nas
amostras de solo.
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Foto 10 - Espectrofotdmetro
UV-Visivel




APENDICE II

Dados dos Ensaios em Triplicata Obtidos no Espectrofotdmetro UV-Visivel.

Concentracdo de TPF (mg L)

Ensaios Tempo Inicial Tempo Final
El 8,62 4,90 5,01 2,88 3,32 6,44
E2 14,41 19,32 20,73 9,97 9,97 11,84
E3 21,68 21,72 16,31 13,67 13,67 12,40
E4 17,99 16,90 14,92 13,29 13,29 13,98
ES 16,27 17,49 16,94 11,83 11,83 13,98
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