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RESUMO

TAKETANI, Natdlia Franco. Avaliagdo da influéncia do niquel na biorremediacdo de
solo tropical multicontaminado com hidrocarbonetos de petrdleo e na estrutura de
comunidade microbiana. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2010.

A atividade industrial petroquimica é responsdvel por grandes despejos de poluentes
organicos e inorganicos no ambiente, dentre os elementos inorganicos podemos
destacar o vanadio, arsénio, niquel entre outros que possuem uma caracteristica de
persisténcia no ambiente causando assim, o seu acumulo. H3d muitos estudos que
mostram o efeito negativo de alguns desses elementos na degradagao dos
hidrocarbonetos, afetando diretamente os processos de biorremediacdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia do niquel na biorremediagao do 6leo cru em solo
multicontaminado e estudar as alteragdes na estrutura da comunidade microbiana.
Para tal, foram realizados ensaios em microcosmos verificando a influéncia da
concentragdao do metal, da concentragdao do 6leo e do teor de umidade na remogao
dos hidrocarbonetos totais de petrdleo por um periodo de 67 dias. Foi utilizado o
planejamento fatorial completo (2°) (Design Expert - Stat Easy®) como ferramenta
para andlise estatistica dos resultados das influéncias. O parametro resposta foi o
percentual de remocdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), quantificados
por espectrofotometria no infravermelho (Infracal®). Para o monitoramento das
comunidades microbianas do solo foi realizada contagem de bactérias heterotroficas
totais, bactérias degradadoras de 6leo cru e a técnica de PCR-DGGE. Também foi feito
um aumento para escala piloto em um reator com capacidade de 8 kg de solo, no qual
foi simulado um processo de biorremediacdo de dleo cru (5% p/p) na presenca de
niquel (260 mg/kg). Os resultados obtidos de remogdo de TPH indicam um atraso
significativo na degradagdo do 6leo na presenga do metal, nos primeiros 15 dias de
tratamento. A umidade foi o fator de maior influéncia positiva nos experimentos por
todo o periodo analisado. Ao final do tratamento (67 dias) o dleo passou a ser o
parametro de maior influéncia negativa, demonstrando uma adaptabilidade da
comunidade microbiana a presenga do niquel. Em relagao as contagens, seus perfis
foram diretamente influenciados pela umidade. As andlises dos Géis de DGGE
indicaram que todos os tratamentos se diferenciaram entre si, exceto os tratamentos
6leo (5%) com Ni (130mg/kg) e d6leo (5%) com Ni (260mg/kg). Quando comparamos o0s
marcadores moleculares entre si, a maior parte demonstrou um comportamento
distinto entre si, apenas o marcador para y-proteobactéria em relagdo a Actinobacteria
e a Bacteria demonstrou similaridade significativa. Pode-se concluir portanto, que o
niquel promoveu uma alteragdo direta nos perfis da comunidade e um
comportamento distinto entre os diferentes marcadores usados, porém o grupo das y-
proteobacterias provavelmente teve uma maior relagdo com as alteragdes, inclusive
por possuir grupos importantes que participam desses processos, como as
Pseudomonas. No entanto, a capacidade de adaptagdo dos microrganismos, assim
como sua diversidade, foi capaz de superar a influéncia negativa inicial da presenga do
metal e promover um percentual de remocao final (préoximos a 30%) bastante similar
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nos diferentes sistemas que continham um valor de umidade maximo. Com relagao ao
biorreator, as taxas de remocdo finais foram similares as obtidas em microcosmo,
porém no biorreator o valor de 30% de remogao foi atingido em apenas 7dias,
refletindo a eficiéncia de operagao atribuida ao biorreator.

vii



N. F. TAKETANI ABSTRACT

ABSTRACT

TAKETANI, Natalia Franco. Avaliation of nickel influence of the bioremediation of
tropical soil multicontaminated with petroleum hydrocarbons and of changes on the
bacterial community structure. . Rio de Janeiro, 2010. Dissertation (Master in
Sciences) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2010.

Industrial activity is responsible for large petrochemical discharges of organic and
inorganic pollutants in the environment. Among the inorganic elements, vanadium,
arsenic, nickel have a characteristic persistence in the environment thus causing its
accumulation. There are many studies showing the negative effect of some of these
elements in the degradation of hydrocarbons, directly affecting the bioremediation
process. The aim of this study was to evaluate the influence of nickel on the
bioremediation of crude oil in soil multicontaminated and the changes in microbial
community structure during the process. Therefore, tests were conducted in
microcosms monitoring the influence of the concentration of metal, concentration of
oil and moisture content in the removal of total petroleum hydrocarbons for a period
of 67 days. Full factorial analysis (2*) was used (Design Expert - Easy Stat®) as a tool for
statistical investigation of the results of influences. The response parameter was the
percentage removal of total petroleum hydrocarbons (TPH), quantified by infrared
spectroscopy (Infracal®). For monitoring of soil microbial communities, total
heterotrophic bacteria count, crude oil degrading bacteria and PCR-DGGE were
performed. It was also made a scale up using a pilot bioreactor with capacity for 8 kg of
soil containing crude oil (5% w/w) in the presence of nickel (260 mg/kg). The results of
TPH removal showed a significant delay in the degradation of oil in the presence of
metal in the first 15 days of treatment. The humidity was the factor of greatest positive
influence in the experiments throughout the period analyzed. At the end of treatment
(67 days), oil had become the most influential negative parameter, showing an
adaptability of the microbial community to the presence of nickel. Regarding the
counts, their profiles were directly influenced by moisture. Analyses of DGGE gels
showed that all treatments differed from one another except oil treatments (5% w/w)
with Ni (130 mg/kg) and oil (5% w/w) with Ni (260 mg/kg). When comparing the
molecular markers between them, most showed a distinct behavior between them,
and only the marker for y-proteobacteria compared to Bacteria and Actinobacteria
showed significant similarity. It can be concluded therefore that the nickel promoted a
direct change in profiles of the community and a distinct behavior between the
different markers used, but the group of y-proteobacteria probably had a higher
correlation with the changes, because contain the major groups involved in these
processes, such as Pseudomonas. However, the adaptability of microorganisms, as well
as its diversity was able to overcome the negative influence of the initial presence of
the metal and promoted a final percentage of degradation (close to 30%) very similar
in the different systems that had a maximum value of humidity. With respect to the
bioreactor, the final oil removal rates were similar to those obtained in microcosm, but
30% was achieved in just 7days, reflecting an efficiency of operation attributed to the
bioreactor.
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1 INTRODUCAO

O petréleo é uma das maiores fontes de contaminagao do meio ambiente, sendo uma
importante fonte de poluentes organicos e também inorganicos. Elementos como o
vanadio, arsénio e niquel, além dos compostos organicos, também s3o constituintes
do petrdleo. Os residuos gerados pela industria do petrdleo ndo sé oferecem grandes

riscos ao meio ambiente, como a saude publica (KNOX & GILMAN, 1997).

Dados fornecidos pela USEPA (USEPA, 1996; USEPA, 2004) mostram um aumento da
contaminacdo de metais associados a compostos organicos de quase 300% de 1994 a
2003. A presenca de compostos organicos influencia na mobilidade do metal no solo
(GALVEZ-CLOUTIER & DUBE, 2002), prejudicando o tratamento destes poluentes no
ambiente. Compostos organicos com maior viscosidade afetam por exemplo as
técnicas de lavagem do solo e neste caso, portanto, deve-se remover prioritariamente
os poluentes organicos para posterior remoc¢ao dos poluentes inorganicos (DERMONT

et al., 2008).

Os efeitos toxicos e inibitérios dos metais pesados sobre o crescimento microbiano
requerem atengdo, uma vez que os ions metalicos dependendo de sua natureza,
concentragdao e disponibilidade irdao interferir em atividades essenciais dos
microrganismos presentes no solo ,assim como no processo de degradagdo dos
compostos organicos por aqueles que sdo capazes de degrada-los (AMOR, KENNES &

VEIGA, 2001).

Ha vdrios métodos de tratamento de solos contaminados, tanto por processos fisicos
e/ou quimicos quanto por biolégicos. A biorremediagdo é uma estratégia
freqientemente adotada por permitir o tratamento do contaminante geralmente a
um baixo custo (DOBLER, SANER & BACHOFEN, 2000). Esta pode ser definida como um
processo baseado no emprego de microrganismos ou suas enzimas que sejam capazes
de transformar substancias toxicas em substancias menos ou ndo téxicas. A
biorremediacdo pode ser classificada como in situ (no local) ou ex situ (fora do local) e

engloba diferentes técnicas, como o bioestimulo, que é a adicdo ou correcdo de
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nutrientes, umidade, ou gases importantes para os microrganismos presentes no solo,

entre outras (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Uma das tecnologias de tratamentos ex situ é a biorremediagdo utilizando biorreatores
que possibilita uma melhor homogeneizagao do solo durante o tratamento assim
como possibilita o controle das condi¢des do tratamento de forma mais efetiva.
Existem diferentes tipos de reatores, os horizontais, por exemplo, sdo reatores de fase
sélida com tambores rotativos ou fixos, sendo empregados para residuos sélidos com
teor de umidade suficiente apenas para a manutengao da atividade microbiana (RIZZO,

2008).

A caracterizagdao completa das comunidades microbianas do solo é dificil de ser
realizada, uma vez que este ambiente possui uma enorme diversidade genotipica e
fenotipica, heterogeneidade, e inacessibilidade. Porém, com o desenvolvimento das
técnicas de biologia molecular, associadas ao conhecimento em bioinformatica,
tornou-se possivel essa caracterizagao, revelando os grupos atuantes, muitos destes

até entdo desconhecidos (FRANCO et al., 2006).

A utilizagdo de técnicas moleculares permite, portanto, um conhecimento mais
aprofundado dos grupos microbianos presentes, apds a sele¢ao natural imposta por
condicOes extremas, como a presenca de substdncias poluentes e de suas formas
distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico, estes métodos sao viaveis porque
sao rapidos e sensiveis para identificar e monitorar a populagdo microbiana presente e
atuante no processo de biorremediacdo (CUNHA 2004; WATANABE & HAMAMURA,
2003).
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2 OBIJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do niquel na degradacdo do éleo
cru durante o processo de biorremediagao de um solo multicontaminado, assim como
avaliar seus efeitos nos perfis das comunidades microbianas dominantes deste solo

sob os diferentes parametros estudados.

Objetivos especificos:

1. Avaliar em microcosmos a influéncias dos parametros (6leo, metal e

umidade) utilizando uma analise fatorial completa;

2. Avaliar os perfis das comunidades microbianas dominantes do solo nos
diferentes tratamentos em microcosmos utilizando uma técnica de

“fingerprinting”(DGGE);

3. Aplicar a condicdo do processo, definida como mais apropriada em
microcosmo, em biorreator de bancada, para verificar a eficiéncia da

ampliagao de escala.




N. F. TAKETANI REVISAO BIBLIOGRAFICA

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTAMINAGCAO AMBIENTAL POR HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

As praticas industriais dos ultimos 200 anos provocaram grandes disturbios na maioria
dos ecossistemas. Como resultado desses disturbios, podemos citar a diminui¢ao da
diversidade, a extincdo de muitas espécies sensiveis e selecio de espécies
cosmopolitas adaptadas ao ambiente sobre determinado estresse (KOZDROJ & VAN

ELSAS, 2001).

De acordo com a Agéncia de Protecdo ambiental dos EUA (EPA), as principais
categorias de contaminantes do solo sdo: os cloralifaticos, pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos, cloroaromaticos, aromaticos simples e outros. Estes originam-se da
industrializagao do petrdleo bruto, industrias quimicas diversas e atividades agricolas,
sendo muitos destes produtos de dificil decomposicdo e, por isto, causam sérios

impactos ambientais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

O processamento do petrdleo pode oferecer riscos de acidentes e conseqiientes
contaminagdes. Os impactos ambientais e de salde publica gerados podem ocorrer
desde a etapa de exploragdo, passando pela geragdo de residuos (sélidos e liquidos) e
emissOes atmosféricas durante o processo de refino, até os eventuais vazamentos
acidentais ocorridos em terra ou em mar (CORREA, 2003; RIZZO, 2008). O Trabalho de
KNOX & GILMAN (1997) que verificou os efeitos de tais residuos, relata um aumento
de incidéncia de cancer nos o0ssos, cérebro e pulmdes, além de leucemias em

individuos residentes proximos as industrias petroquimicas, induzidas pelas mesmas.

Todo esse impacto gerado pela contaminagdo dos recursos naturais promove uma
alteragao no meio ambiente, principalmente na atividade microbiana presente, que

tenta restabelecer um novo equilibrio.

A participagdo dos microrganismos nos processos de biodegradagao dos
hidrocarbonetos foi estabelecida como sendo uma funcdo do ecossistema (nicho

ecolégico) e das condi¢cOes locais do ambiente (ALEXANDER, 1994). A microbiota
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heterotrofica da maioria dos ambientes inclui a populacdo degradadora de
hidrocarbonetos que ocorre naturalmente. Essa caracteristica inerente proporciona
um grande potencial de metabolizar os hidrocarbonetos. Assim sendo, a adicdo de
petroleo e seus derivados ao solo, de forma acidental ou ndo, enriquece,
seletivamente a comunidade capaz de utilizar esse substrato (HILL, 1984). Por outro
lado, a percolacdo do petrdleo através do solo reduz a aeracdo e modifica o balanco
C:N para as comunidades microbianas presentes, alterando a diversidade e o nimero

de microrganismos no ecossistema (ALEXANDER, 1994).

A primeira exposicdo da comunidade microbiana aos hidrocarbonetos seja por
derrame acidental de dleo, disposicdo de residuos oleosos ou por fendbmenos naturais,
€ importante para a determinagdo do tempo do processo de eliminagao do
hidrocarboneto no ambiente. Este fendmeno que resulta em um aumento do potencial
da comunidade oxidante dos hidrocarbonetos é chamada de adaptagdo (ATLAS, 1991).
Os trés mecanismos inter-relacionados os quais levam a adaptagdo sdo: (a) indugdo de
enzimas especificas; (b) mudancas genéticas que resultam em novas capacidades
metabdlicas; (c) enriquecimento seletivo de microrganismos capazes de transformar o
composto em questdao. Com relagdo ao enriquecimento seletivo, o numero de
microrganismos que utilizam hidrocarbonetos, assim como a sua proporcdo na
comunidade heterotréfica, aumenta com a exposicdo ao petrdleo e seus derivados,

geralmente, refletindo o grau de contaminacdo do ecossistema (KORDA et al., 1997).

3.2 OS METAIS

Tem-se verificado ao longo do desenvolvimento tecnolégico mundial, uma
contribuicdo crescente das fontes antrépicas de metais para o solo, o que resulta na
poluicdo de extensas areas e no avango do impacto negativo destes sobre o meio
ambiente. Os principais metais poluidores e respectivas fontes mais importantes
encontram-se na Tabela 1 (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). De acordo com Gadd &
White (1993), a combustdo do carvdo mineral é a atividade que contribuiu com maior
nimero de metais poluentes para o solo, sendo esta seguida pela deposicdo de lodo

de esgoto e residuos da industria petrolifera e siderurgica. A elevagao na concentragao
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de metais no solo interfere diretamente no ciclo desses elementos na natureza e
também pode influénciar de modo negativo os demais processos com interferéncia no

ecossistema (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Tabela 1. Principais fontes antropicas de metais toxicos e elementos relacionados. (adaptado de
MOREIRA E SIQUEIRA, 2002)

Metais Atividade Metalurgica Agricul-  Manufa-  Rejeitos Lodo de
Carvdo  Petréleo Energia N&oferrosa  Ferrosa tura turados Sélidos Esgoto

As X* X X X X*
Cd X* X X X X*
Cr X* X X X X* X* X X
Cu X X X* X X* X*
Hg X* X X* X*
Mn X* X X X X* X X X
Ni X* X X X X X*
Pb X* X X* X
Se X*
\" X X* X
Zn X X X X X* X X X*

*  Fonte com mais contribuicdo relativa para a concentracdo de metais no solo

Os estudos das transformagdes inorganicas dos metais tiveram inicio no final do século
XIX, quando o pesquisador russo Serguei Winogradsky evidenciou o modo
guimiolitotréfico da vida microbiana. Por este metabolismo, microrganismos fixam CO,
através da energia de oxidagdo de compostos inorganicos. A atividade
quimiolitotrofica, além de ter grande importancia geoquimica, tem aplicagdao na
lixiviagdo ou solubilizagdo de minerais através do processo conhecido como
biolixiviagao ou biometalurgia. A microbiota interfere ativamente nas transformagdes
e ciclos de varios outros elementos no solo, Tabela 2, influénciando o fluxo destes no
ecossistema e podendo causar deficiéncia ou fitotoxidez de micronutrientes e

problemas ambientais.
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Tabela 2. Exemplos de transformagoes bidticas de elementos metalicos (MOREIRA & SIQUEIRA,

2002).
Elemento Mecanismo ou reagao Microrganismos

K, Ca e Mg Mineralizag¢do e imobilizacdo Maioria dos heterotréficos
Solubilizagdo por mecanismos diversos Varios microrganismos

Fe Oxidacdo-energia para litotroficos T. ferroxidans
Reducdo-receptor de elétrons Desulfovibrio

Mn Oxidacdo Mn*? por bactérias do solo Leptothrix, Anthrobacter
Reducdo Mn** Pseudomonas

Hg Reducdo Hg+2 para HgO pela Hg- Cochiearium
redutase
Metilacdo pela metilcobalamina
Desalquilacdo R-Hg—> R+Hg

CueZn Mineralizag¢do e imobilizacdo Varios
Solubilizac¢do e precipitacdo Alguns

As e Se Oxi-reducdo e metilagao Bacillus
Se” > se’ Thiobacillus, Desulfovibrio

Cr Reducdo crt > (menos toxico) Aeromonas, Bacillus

U Reducdo u**>u* (insolavel) Geobacter metallireductans

Mo Reducdo Mo*®> Mo® Pseudomonas

Vv Reducdo VAR A Vane Pseudomonas vanadium

reductans
Sb Oxidacdo Sb?> sp* Sulfolobus senarmonti

Os metais no solo podem sofrer lixiviagdo e/ou serem absorvidos pela vegetagdo. Apds

a morte desta, o processo de decomposicdo dos restos organicos libera grandes

guantidades desses elementos

na forma idnica, pela simples destruicao fisica dos

materiais. Isso porque a maioria desses metais se encontra em formas mono ou

divalentes nos residuos e ndo fortemente ligadas aos compostos organicos. Também

esses nao sofrem reacdes complexas como ocorre com nitrogénio, fdsforo e enxofre.

Para o potassio, por exemplo, apenas 1/3 da quantidade encontrada nos restos

vegetais requer ataque microbiano pra ser liberado, sendo os 2/3 restantes

prontamente solUveis em agua, requerendo apenas transformacdes fisicas na matriz
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do residuo para serem liberados para o solo. Mesmo assim, sua biodisponibilidade

pode ser reduzida quando grandes quantidades de carbono organico sao adicionadas.

Os metais encontram-se em formas diversas no solo, como: solluveis em agua, retidos
nos sitios de troca, adsorvidos ou complexados aos coldides organicos e inorganicos.
Esses elementos, quando presentes em residuos organicos vegetais, animais e outros
como lodo de esgoto, por exemplo, sao liberados mediante biodegradagdo produzindo
guelatos organicos e metais livres, os quais vao para a biomassa, entram nas diversas
formas do estoque de metais do solo ou sdao absorvidos pelas plantas ou ainda
lixiviados. Assim, como ocorre com outros elementos, os metais passam por uma
biociclagem no solo através da absor¢ao pelas plantas, biomassa microbiana e
transformagdo em formas livres (i6nica) ou de quelatos, que se equilibram com as
demais formas encontradas no solo. Portanto, os elementos metalicos, além de
sofrerem inUmeras transformacdes, estdo também sujeitos a mineralizacdo e
imobilizagdo tempordria na biomassa (Tabela 3). Muito pouco se conhece sobre a
capacidade da biomassa microbiana do solo em armazenar metais, especialmente
daqueles metais sem fungdo fisiolégica conhecida, como o Cd e Hg (MOREIRA &

SIQUEIRA, 2002).

Tabela 3. Acimulo de metais por alguns microrganismos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Microrganismos Metais absorvidos (mg/g de biomassa)

Cu Cd Au Ag Pb Zn
Aspergillus niger 1,7 3,7 176 22 - -
Penicillium chrysogenum 122 56 - - 122 6
Rhizopus arrhizus 16 30 164 54 91 20
Sacharomyces cerevisiae 1,9 71 - - - -
Bacillus subtilis 146 - 79 - 189 -

Os tratamentos de locais contaminados com metais sdo dificeis de serem realizados
pois: (1) a contaminagdo normalmente é heterogénea, em escala macro (distribui¢do
do metal no ambiente, tanto na sua dispersdo vertical, quanto na horizontal) e / ou

escala micro (formas quimicas ou fisicas da interacdo do metal com a matriz do solo);
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(2) o metal ndo pode ser degradado ou destruido e (3) as diferentes formas do metal e
da matriz do solo contaminado interferem diretamente na avaliacdo de risco e no
tratamento do solo contaminado. O conhecimento apenas da quantidade de metal
gue contaminou um determinado volume de solo nao é suficiente para uma avaliacdao
de risco e escolha de uma estratégia de tratamento. E preciso identificar as diferentes
formas do metal assim como caracteristicas do solo como o valor de pH, capacidade de
troca cationica, granulometria, mineralogia e quantidade de matéria organica

(DERMONT et al. 2008).

3.3 MULTICONTAMINAGOES: COMPOSTOS ORGANICOS E METAIS PESADOS

Dermont e colaboradores (2008) abordaram a questdo do tratamento de solos
multicontaminados por metal e por compostos organicos, mostrando (Figura 1) um
aumento de mais de 300% do volume deste tipo de material (sedimentos, solo e lodo)

de 1994 a 2003 (USEPA, 1996; USEPA, 2004).

60

:’g 50
E &Y Metais + compostos organicos
o 30 42,7 ¥ Metais apenas
é 20
> 10 14,8 ’
0
1994 2003

Figura 1. Aumento do volume de material multicontaminado no
periodo de 1994 a 2003. Estimativa da quantidade de material (solo,
lodo e sedimento) em aproximadamente 1.000 locais prioritarios
considerados pela USEPA nos Estados Unidos. (adaptado de DERMONT
,2008).
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A importancia da elucidagao dos processos de multicontaminagdes vem também
aumentando em consequéncia da necessidade de monitoramento e remediagao
dessas areas. Em 2007, Nadal e colaboradores (2007) publicaram um trabalho de
monitoramento de dreas com atividade industrial quimica, petroquimica, urbana e nao
poluida no ano de 2002 e 2005, sendo que a Unica area que apresentou aumento da
concentracdo de todos os metais avaliados (arsénio, cddmio, cromo, chumbo e

vanadio), foi a de atividade petroquimica.

Irha e colaboradores (2003) estudaram o efeito de metais pesados e hidrocarbonetos
policiclicos armaticos (HPA) na estrutura de comunidade microbiana de diferentes
tipos de solo usando a atividade desidrogendsica e concluiram que o efeito negativo
dos poluentes na comunidade microbiana do solo variava em relacdo a quantidade de
matéria organica encontrada em cada tipo de solo. A matéria organica do solo é
importante para reduzir a fragao soluvel dos contaminantes e a biodisponibilidade,
destes, diminuindo o efeito de persisténcia dos poluentes organicos. Muitos outros
trabalhos também obtiveram um efeito negativo, por testes enzimaticos (urease e
desidrogenase), em solos multicontaminados com hidrocarbonetos e metais pesados
(CHANDER & BROOKES, 1991; KELLY & TATE, 1998; KELLY, HAGGBLOM & TATE, 1999;
AL-SALEH & OBUEKWE, 2005; SHEN et al. 2005).

Com o objetivo de esclarecer a inibicdo da biodegradacdo de hidrocarbonetos
monoaromaticos pela presenca de metais pesados, Amor e colaboradores (2000)
testaram varios metais pesados (zinco, niquel e cddmio) na inibicdo da biodegradacao
do tolueno em meio de cultura e obtiveram como resultado que o niquel foi o metal

com maior influéncia negativa, seguido pelo Cadmio e por ultimo o zinco.

Dermont e colaboradores (2008) abordaram a questdo da influéncia dos compostos
organicos nos tratamentos de solos contaminados por metais. Neste sentido, o
poluente organico altera a mobilidade do metal no solo (GALVEZ-CLOUTIER & DUBE
2002) e acaba por prejudicar os tratamentos fisico-quimicos para retirada o metal. Em
relagdo aos tratamentos, os compostos organicos volateis afetam os processos de

solidificagdo e/ou estabilizagdo, ja os compostos viscosos afetam as técnicas de

10
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lavagem do solo. Portanto, primeiramente os compostos organicos devem ser

retirados para a posterior remoc¢ao do metal.

Para a remocdo do 6leo, o tratamento mais adequado é a biorremediacdo como
discutido anteriormente, porém o impacto no solo pela contaminagdo por petréleo e
metais pesados pode resultar em grandes perdas de sua qualidade (COYNE, 1999). A
perda, em grande parte, é consequéncia da toxidez desses poluentes aos processos

bioldgicos catalisados pelos microrganismos do solo (TESTA, 1997).

As fontes de informagdes sobre areas multicontaminadas ainda sdao bastante escassas
em termos especificos para cada metal, sendo que existe um fator complicador que é a
alta influéncia do tipo de solo para cada caso. O esquema da Figura 2 mostra as
interagdes entre o poluente e o organismo presente no ambiente, assim como os
efeitos da toxidez do poluente. Neste esquema é possivel ver a complexidade dessa
interacGes assim como o numero de varidveis, porém sé é possivel ter controle do

processos de descontaminacao se esclarecermos tais informacdes.

Biodisponibilidade Toxidez
£ o *Letalidade;
Organico m receptores *Redugdo do
dissolvido {\\ crescimento;
Na membrana *Reducio da

A Poluente reproducio;
Organico » . ’

particulado = | livremente |—<a—t—o Organismo Narcose # *Perda funcional;
dissolvido *Carcinogénese;

. Na homeostase *Mutagénese;
Parn.culas de {/( “Mudancas
sedimentos ; comportamentais;

Em enzimas P b
*Adaptagdo.
Porgdo Porgdo no Efeitos a nivel Observagdo
biodisponivel sitio alvo molecular dos efeitos

Adaptado de Escher et al. 1997.

Figura 2. Esquema da interagdo do contaminante com o poluente. Adaptado de Escher et al. 1997.
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3.4 ABIORREMEDIAGAO E A ECOLOGIA MICROBIANA

Ha registros de contaminacao por petréleo deste 1754, porém foi a partir da década
de 60 que as atengdes foram voltadas para este problema gerando o desenvolvimento
de varias técnicas de tratamento. Essas técnicas baseiam-se em processos fisico
(lavagem, extragdo a vapor), quimicos (extracdo por solvente, processos oxidativos
avangados — POAs, desalogenagdo quimica), térmicos (dessor¢do térmica, incineragao)

e bioldgicos (“landfarming”, biopilhas, biorreatores etc.) (URURAHY, 1998).

Ha varias definicbes para o termo biorremediacao, porém é importante ressaltarmos
duas delas. A primeira descrita pela Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) que conceitua Biorremedia¢cGo como o processo de tratamento que
utiliza a ocorréncia natural de microrganismos para degradar substdncias toxicamente
perigosas transformando-as em substdncias menos ou ndo toxicas. A segunda
definicao feita pelo Escritério de Estudos Geoldgicos do Departamento do Interior do
Governo Americano (USGS), leva em considera¢do o uso de plantas nos processos de
biorremediacdo considerando o uso de agentes bioldgicos tais como bactérias e
plantas para remover ou neutralizar contaminantes, como poluentes do solo e da dgua

(MARTINS et al. 2004 apud RIZZO, 2008).

A biorremediagao do petréleo é mediada por microrganismos capazes de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de energia e carbono (RON, 2000). Esses microrganismos
sao versateis sendo capazes de degradar varios tipos de hidrocarbonetos —alcanos
lineares de cadeia curta e longa, inUmeros compostos aromadticos e policiclicos

aromaticos (RON & ROSENBERG, 2002).

O aprimoramento da biorremediagao como uma ferramenta util na recuperagao de
solos contaminados tem sido, em grande parte, baseado no aumento do
conhecimento da fisiologia, ecologia e bioquimica das populacdes
hidrocarbonoclasticas presentes no solo e de como o0s contaminantes sdo

metabolizados pelos microrganismos.

12
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A biorremediacdo explora a diversidade genética e a versatilidade metabdlica dos
microrganismos para a transformag¢ao de contaminantes em produtos finais menos
toxicos, os quais sdo integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais (ALEXANDER,

1994).

O conhecimento da diversidade bacteriana e os estudos de ecologia microbiana sao
essenciais para o entendimento do papel das comunidades microbianas nos diferentes
processos que ocorrem no solo. Varias condi¢cdes devem ser satisfeitas para que a
biodegradacdo acontega, entre elas: a) existéncia de organismos que possuam as
enzimas necessarias para que 0s processos ocorram; b) que este organismo esteja
presente no ambiente que contenha as substancias a serem biodegradadas. Apesar de
muitos microrganismos estarem presentes em muitos ambientes, sitios especificos
podem ndo conter o organismo que possui as enzimas necessarias; c) a substancia
deve estar acessivel ao organismo que contém estas enzimas. Muitas vezes a
persisténcia se deve ao fato do microrganismo ndo ter acesso ao composto que ele

tem capacidade de metabolizar (VAN ELSAS &, SMALLA, 1997).

Durante muitos anos, a metodologia empregada no estudo desses microrganismos era
baseada em técnicas de cultivo e isolamento (HEAD et al., 1998). Desta forma, apenas
uma pequena parcela desses organismos era estudada. Um exemplo é o dominio
Bactéria que sdo descritas de 3 a 4 mil espécies que compdem apenas 10% do total de
espécies estimadas (COLEMAN et al., 1994). A esse respeito, o progresso das
metodologias aplicadas é determinante para o estudo da diversidade e de novas

fungdes ecoldgicas contidas nesses ecossistemas (KOZDROJ & VAN ELSAS, 2001).

A utilizagdao de métodos moleculares, através da analise por indicadores moleculares
(por exemplo, DNA, RNA e fosfolipidios) extraidos diretamente do solo, é eficiente
para superar as limitagdes das técnicas convencionais de cultivo (VAN ELSAS et al.,

1998).

13
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3.5 BIORREATORES

A maior parte dos processos de biorremediacdo se depara com problemas como a
heterogeneidade do contaminante no solo, assim como a incorporacdo homogénea de
aditivos e oxigénio. A utilizagdo de biorreatores é capaz de sanar tais limitagdes
favorecendo, principalmente, o tratamento de solos argilosos que possuem uma maior

dificuldade de percolagao intrinseca.

Dentre as vantagens associadas a essa tecnologia estao o controle maior das condigdes
do tratamento (pH, temperatura, teor de umidade, etc.), assim como das emissdes de
gases e efluentes gerados no processo. Outro fator muito importante é a
homogeneizacdo controlada (agitacdo continua ou descontinua) possibilitando
também o controle da degradacdo do 6leo no solo de forma mais representativa. A
caracteristica de ser um sistema fechado oferece maior seguranga fisica e ambiental. E
por fim, o tempo de tratamento para a descontaminacdo do solo, em geral, é menor
comparado a outros métodos bioldgicos. O tempo de tratamento de biorremediagao
estd diretamente relacionado ao custo, onde este se situa entre U$30,00 e US85,00

por tonelada de solo tratado (ALEF & NANNIERI, 1995; RIZZO, 2008).

3.6 FERRAMENTAS MOLECULARES NO MONITORAMENTO DO SOLO

O uso de ferramentas moleculares no estudo da diversidade microbiana em ambientes
degradados constitui uma excelente oportunidade para se entender como se
comporta a estrutura das comunidades e processos no solo, frente a disturbios

(JACKSON et al., 2003).

A diversidade bioldgica é a variante de espécies em um ecossistema, assim como a
variante genética intra-especifica (KENNEDY & SMITH, 1995). Em termos
microbioldgicos, ndo existe um conceito para diversidade porque sua unidade
principal, espécie, ndo é bem definida (ROSADO et al, 1997). J& em termos
moleculares, diversidade pode ser definida como o numero e a distribuicdo das
diferentes sequéncias de DNA extraidas de uma comunidade de um determinado

habitat.
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A caracterizagdo completa das comunidades microbianas do solo é dificil de ser
realizada, uma vez que este ambiente possui uma enorme diversidade genotipica e
fenotipica, heterogeneidade, e inacessibilidade. Porém, com o desenvolvimento das
técnicas de biologia molecular, associadas ao conhecimento em bioinformatica,
tornou-se possivel essa caracterizagao, revelando os grupos atuantes, muitos destes

até entdo desconhecidos (FRANCO et al., 2006).

Nos ultimos anos, diversos artigos foram publicados reconhecendo a importancia dos
estudos voltados a melhor entender a dispersao, distribuicao e selecdao de populagdes
microbianas (MARTINY et al., 2006). Entretanto, apenas alguns estudos foram
conduzidos com o objetivo de testar a hipdétese dos microrganismos apresentarem
biogeografia (CHO & TIEDJE, 2000; CRUMP et al., 2004; BUCKLEY et al., 2006; OLINE,
2006; CRUMP et al., 2007, POMMIER et al., 2007). De fato, a grande maioria destes
usou como guia a hipdtese de que “Tudo estd em todo lugar, o ambiente seleciona”
(BEIJERINCK, 1913 apud MARTINY et al., 2006), e assim tem se focado na questdo de
endemismo, muitas vezes negligenciando os fatores que levam a selegao, como a

histdria e tipo de habitat.

Sabe-se hoje em dia que apenas uma pequena fracdo dos microrganismos presente no
meio ambiente (1 a 10%) pode ser cultivada por técnicas convencionais conhecidas.
Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, associadas ao
conhecimento em bioinformatica, tornou-se possivel a caracterizagdo de comunidades
microbianas mistas em determinados ecossistemas, revelando os grupos atuantes,

muitos destes até entdo desconhecidos (ROSADO et al., 1997).

A utilizagdo de técnicas moleculares permite, portanto, um conhecimento mais
aprofundado dos grupos microbianos presentes, apds a sele¢ao natural imposta por
condigdes extremas, como a presen¢a de substancias poluentes e de suas formas
distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico, estes métodos sao viaveis porque
sao rapidos e sensiveis para identificar e monitorar a populagdo microbiana presente e
atuante no processo de biorremediacdo (CUNHA 2004; WATANABE & HAMAMURA,
2003).
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O desenvolvimento das técnicas moleculares tornou possivel o estudo da diversidade
de comunidades microbianas através de andlise e comparacao de seqliéncias de genes
gue codificam para o rRNA (rDNA) ou do préprio rRNA, possibilitando, assim, o estudo
da parcela das comunidades representada pelos microorganismos nao cultivaveis. O
crescente aumento do numero de sequéncias depositadas no banco de dados via
internet (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) possibilitou a comparagdo de seqiiéncias por
todo o mundo, logo a andlise de diversidade microbiana alcancou altos niveis de
resolucdo (grupos, espécies e estirpes). Todos os avancos citados anteriormente sé
foram possiveis de serem realizados com o advento da técnica de PCR (“Polymerase

chain reaction”).

Essa técnica consiste na amplificagdo do numero de uma determinada sequéncia
especifica, definida por iniciadores também especificos, a partir do DNA total, seja de
um determinado organismo, seja de uma amostra ambiental. O mecanismo de
funcionamento da PCR (Figura 3) é baseado em dois componentes principais, os
iniciadores, também chamados de “primers”, que vao se ligar ao genoma por
homologia de seqliéncia definindo qual regido do mesmo que devera ser copiada, e a
enzima DNA polimerase que é responsavel pela realizagao da reagao adicionando os
desoxiribonucleotideos a nova fita a ser sintetizada. E essa atividade enzimatica se
tornou responsavel pelo préprio nome da técnica, reacdo da polimerase em cadeia (ou

“Polymerase Chain Reaction”) — PCR (FRANCO et al., 2006).
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Figura 3. Dindmica da PCR. Esquema representativo do
principio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A utilizacdo desta técnica em biologia molecular tornou-se uma pratica basica e muitas
vezes essencial para realizacdo de outras técnicas, sendo que hoje quase todas as
técnicas mais avancadas dependem da PCR. A evolucdo dessa técnica gerou o
desenvolvimento da PCR em tempo real (“Realtime PCR”), que é capaz de quantificar
seqlUéncias homodlogas aos iniciadores. Tal método tornou possivel a elucidacdo de
guestionamentos relacionados ao numero de individuos com caracteristicas
especificas detectadas por homologia dos iniciadores. O que antes era apenas

detectavel passou a ser passivel de quantificacdo (FRANCO, et al. 2006).

Utilizando a técnica de gPCR varios grupos e espécies de bactérias tém sido alvos de
guantificacdo (ZHANG & FANG, 2006). Sistemas de deteccdo e quantificacdo de
diversos grupos de microrganismo, funcdes ecoldgicas e metabolismos especificos
estdo publicados na literatura (AN et al., 2006; FURUKAWA et al., 2006; POWELL, et al.,
2006; ZHANG & FANG, 2006).
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Os RNAs ribossomais 16S e 18S ou seus genes (DNAr) sdo importantes marcadores
moleculares de procariotos e eucariotos, respectivamente. Os produtos de PCR,
gerados a partir de iniciadores baseados em regides conservadas dos genes que
codificam para o rRNA 16S, resultam em uma mistura de fragmentos de DNA que
representam todas as espécies do solo potencialmente acessiveis ao PCR. Esses
produtos de PCR podem ser utilizados para construgao de bibliotecas de clones

(MCCAIG et al., 2001) e em técnicas de fingerprinting (GARBEVA et al., 2004).

Essas “bibliotecas de clones” sdao Uteis para identificagao e caracterizagdo de grupos
dominantes de bactérias ou fungos no solo, possibilitando o acesso a mais informagdes
sobre a diversidade desse solo (CURTISS, SLOAN & SCANNELL 2002). Com o
aperfeicoamento da técnica, como a maior capacidade do sequenciamento dos clones,
tanto em termos de quantidade de amostras, quanto na velocidade e o
desenvolvimento das analises estatisticas, haverd um aumento da reprodutibilidade

dos resultados (GARBEVA et al., 2004).

O desenvolvimento de técnicas de “fingerprinting” torna possivel a caracterizacdo das
comunidades microbianas do solo. Dentre elas estdo: eletroforese em gel com
gradiente de desnaturante ou de temperatura (DGGE-“Desnaturing Gradient Gel
Eletroforesis”; TGGE-“Temperature Gradient Gel Eletroforesis”) (MUYZER et al., 1993;
HEUER et al., 1997; MUYZER & SMALLA, 1998); andlise de restricdo dos amplicons de
DNAr (ARDRA-“Amplified rDNA Restriction Analysis”) (MASSOL-DEYA et al., 1995);
andlise do polimorfismo do comprimento do fragmento terminal de restrigao (T-RFLP-
“Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”) (LIU et al., 1997); polimorfismo
conformacional de fita simples (SSCP-“Single-Strand Conformacional Polymorphism”)
(SCHMALENBERGER & TEBBE, 2002); e polimorfismo do comprimento de espaco
intergénico ribossomal (RISA-“Ribosomal Intergenic Spacer Length Polymorphism”)

(RANJARD et al., 2001).

Na Figura 4 é apresentado um diagrama com algumas técnicas moleculares,
mostrando algumas das possibilidades de utilizacdo e suas possiveis combinagdes,

além da versatilidade do uso destas técnicas.
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Figura 4. Diagrama de aplicacdo da PCR em associagdo com outras
técnicas moleculares.

A técnica de DGGE tem sido a metodologia mais utilizada para o estudo de estruturas
de comunidades microbianas assim como de grupos funcionais especificos de
amostras ambientais. A analise com DGGE permite um melhor estudo de grupos
especificos de comunidades em ambientes complexos, principalmente para grupos
procariotos, como por exemplo, Actinobacterias (HEUER et al., 1997), Bacillus
(GARBEVA et al., 2003), Paenibacillus (DA SILVA et al., 2003), Pseudomonas (GARBEVA
et al., 2004; GYAMFI et al., 2002), a- e B-Proteobacteria (GOMES et al., 2001),
bactérias metanotréficas de a- e B-proteobacteria (HENCKEL et al., 1999), bactérias
oxidadoras de amonia (KOWALCHUK et al., 1999), e bactérias fixadoras de nitrogénio
(LOVELL et al., 2001).

Inicialmente desenvolvida para analises de mutacdes, a técnica de DGGE (eletroforese
em gel com gradiente de desnaturantes) foi posteriormente ajustada e utilizada por
Muyzer e colaboradores (1993) para andlises de comunidades microbianas. Desde
entdao vem sendo amplamente utilizada e é hoje considerada uma técnica importante

para estudos em ecologia microbiana. Nesses estudos, regidoes de DNA das diferentes
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espécies microbianas presentes em uma determinada comunidade, previamente
amplificadas por PCR, sdo separadas em funcdo das suas seqliéncias de bases
nucleotidicas ao invés de seu tamanho (como em um gel de agarose), conforme
mostrado na Figura 5. E necessario que um dos iniciadores apresente uma regido rica
em G+C (grampo G-C) para impedir a total desnaturacdo da dupla fita do DNA durante
a eletroforese (FRANCO et al. 2006).

Comparacao dos produtos da PCR
nos diferentes métodos

Eletrofose em gel
de agarose

Sequéncias do
mesmo tamanho
molecular

}

Com diferengas
nas percentagens
de A=T e G=C

GRADIENTE DE DESNATURANTES

Figura 5. Diferenca entre a eletroforese em gel de agarose e o DGGE. No esquema, os géis
contém as mesmas amostras, mostrando o comportamento de migracdo em ambas as
técnicas.

Esta técnica consiste em um gel de poliacrilamida contendo um gradiente crescente de
uréia e formamida (desnaturantes). Esses agentes desnaturantes favorecem o
rompimento das ligacdes (pontes de hidrogénio) entre os nucleotideos, provocando a
abertura das fitas. VariacGes nas sequéncias nucleotidicas levam a uma diferenca nas
condicbes de desnaturacdo e as moléculas com diferentes seqliéncias vao cessar sua

migracao em posicdes diferenciadas no gel (FRANCO et al. 2006).
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A medida que as fitas de DNA vdo se abrindo, sua mobilidade no gel vai
diminuindo até o momento em que esta cessa. Regides com maiores concentracdes de
timina e adenina possuem ligacGes mais fracas (duas pontes de hidrogénio) em
contraste com ligagcGes entre citosina e guanina (trés pontes de hidrogénio). Portanto,
pode-se dizer que quanto mais rica em GC for a sequéncia, mais abaixo em um gel de
DGGE esta banda se apresentard. Tais caracteristicas da técnica de DGGE sdo

apresentadas na Figura 6.
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RADIENTE DE DESNATURANTES

[ TEMPO DE CORRIDA DO GEL

Figura 6. Esquema ilustrativo do processo de desnaturagdao das sequéncias de DNA no
DGGE. Esta ocorre em suas regides ricas em timina e adenina por possuirem ligacdes mais
fracas (apenas duas pontes de hidrogénio), com relacdo as ligacdes entre citosina e guanina
(que sdo trés). Separacdo de bandas por diferencas na porcentagem de AT e GC. Em
vermelho pode-se observar o grampo GC usado para impedir a desnaturacgdo total das fitas.

Evans e colaboradores (2004) avaliaram a degradacdo do dleo em solo tropical sob o
processo de bioestimulo durante 360 dias. Seus resultados pelas técnicas dependentes
de cultivo ndo mostraram alteracées nas comunidades microbianas, porém usando a

técnica de DGGE, foi possivel visualizar as alteracdes nas comunidades microbianas
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provocadas nao sé pelo contaminante mas também pela adigdo de compostos

inorganicos para a aplicagao da técnica do bioestimulo.

Apesar da utilizacdo destas novas técnicas para o estudo da diversidade microbiana, as
técnicas tradicionais, que envolvem enriquecimento e cultivo, ainda sao fundamentais
para a obtengdo de um conhecimento mais detalhado a respeito de capacidades
metabdlicas e caracterizacdo fenotipica, neste sentido, faz-se necessario uma
abordagem polifasica para chegar o mais préximo possivel da caracterizagdao do

ambiente.

Embora necessite de aprimoramentos (JANSSEN et. al., 2002), estas ferramentas serao
de grande importancia para o entendimento dos microrganismos do solo, das relagdes
entre os grupos funcionais dos organismos do solo e outras varidveis de relevancia

biotecnoldgia (STOCK & EGGLETON, 1992).

A utilizagdo polifasica dessas técnicas, tanto por métodos de cultivo, como por
métodos independentes de cultivo, permitem definir com mais precisdao o melhor
processo de biorremediacdo a ser implementado, desenvolvendo mecanismos que

promovam a utilizacdo maxima da comunidade microbiana total (CUNHA et al. 2000).
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4 METODOLOGIA

41 SOLO

O solo utilizado nos experimentos foi coletado na regidao Nordeste do Brasil, proximo a
uma drea de exploracdo de petréleo. O dleo cru também é proveniente da mesma
regido. Esse solo (aproximadamente 235 kg) foi seco, submetido a desagregacdo em
um britador de mandibulas e classificado em uma peneira de malha 4 mesh (5 mm) ,
para separar folhas, galhos e raizes. Logo apds, foi feita a homogeneizacdo conica e

guarteamento da amostra (Figura 7).

HOMOGENEIZAGCAO CONICA

I SOLO
\

Pilha Longitudinal

Figura 7. Esquema representativo da homogeneizac¢ao
feita no solo antes de sua utilizagdo.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo, que foram realizadas em laboratério externo,
estdo apresentadas na Tabela 4 . Através dos dados de fertilidade obtidos, foram
realizados cdlculos para certificar se haveria a necessidade da adigao de nutrientes
para manter uma relacdo de C:N:P de 100:10:0,39, conforme estudos realizados por
Rizzo, 2008. Com os teores apresentados, ndao foi necessario a incorporacdo de

nitrogénio e Fosforo ao solo.
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Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas e de fertilidade do solo usado nos experimentos. (adaptado
de TELHADO, 2009)

Propriedades fisico-quimicas

pH Densidade Bulk (g/ml) Densidade de Particula (g/ml)  Porosidade (%)  CRA (%)
6,0 0,96 1,86 48 42
Fertilidade
Na Ca Mg K H+Al Al S T Vv m n C.org P K N
Cmol/dm3 % --mg/L-- -%-
0,066 24 7,7 0,02 9,2 0 31,79 40,99 78 0 0 6 10 8 1,4

Foram realizadas as determinagdes de hidrocarbonetos totais de petrdleo pelo método
USEPA 8015B e de metais presentes no solo pelos métodos USEPA 6010B e 30508,

ambas em laboratorio externo.

4.2 OLEO

A fim de simular uma situagdo real de contaminagao foi utilizado o 6leo cru da mesma
regiao onde o solo foi coletado. Na Tabela 5 encontram-se os percentuais das fragdes

de compostos saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos do dleo cru utilizado.

Tabela 5. Percentual de saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos - SARA (%) do éleo cru.

SARA (%)

Saturados 55,00
Aromaticos 20,46
Resinas + Asfaltenos 24,52

4.3 ENSAIOS EM MICROCOSMO

Foi realizada uma analise fatorial completa (Design Expert — Stat Easy®) para verificar
estatisticamente a influéncia da presen¢a do niquel na degradagao do éleo. Para tal,

levou-se em considerac3o trés fatores em dois niveis (2°), s3o eles:

a) Concentracdo de Oleo — foi usada a concentracdo minima de 0,5% (p/p) de
Oleo cru, por ser este o valor de intervengao de acordo com a Lista Holandesa
(CETESB, 2005), e 5% (p/p) de dleo cru, como concentragdo maxima por

representar um nivel de contaminagao alto;
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b) Concentracdo de Niquel (Ni) — o metal escolhido para a andlise da influéncia se
destaca por ser um elemento constituinte do 6leo utilizado, porém em baixa
concentragdo, além de estar presente nos catalisadores de refino do petrdleo
0s quais acabam sendo incorporados aos residuos oleosos em dreas de
producao e refino. Seguindo a mesma razdao do d6leo, o nivel minimo do Ni
usado foi de 130 mg/kg, ja o ponto maximo foi de 260 mg/kg por ser o dobro
da concentracdo de intervencio industrial de acordo com a resolu¢do n® 420 do
CONAMA (2009). Como foi levado em consideracdo a alta toxidez no Ni, nao foi
usado uma concentracdo muito elevada em relacdo ao nivel minimo para

podermos alcangar respostas mais proximas a realidade;

c¢) Umidade — o teor de umidade foi escolhido como um dos parametros de
analise por ser um fator muito importante ndo sé para a atividade bioldgica do
solo, mas como um fator compactador do solo, que poderia prejudicar o
revolvimento do mesmo no processo de biorremediagdo em biorreatores. Os
niveis escolhidos foram baseados no trabalho de Rizzo 2008 que levou em
consideracao os melhores valores referentes a capacidade de retenc¢do de dgua
do solo (CRA) para um bom desempenho do biorreator. Portando, fixou-se os

valores de 45 e 70% da CRA deste solo.

Foram usados erlenmeyers de 250 mL com 50 g de solo. Estes foram contaminados
com o6leo cru e o metal nas concentragdes definidas e a umidade ajustada de acordo
com o nivel testado. Nao houve necessidade de ajuste das condigdes nutricionais , uma
vez que os teores de nitrogénio e fésforo ja eram suficientes para manter uma relagao

de C:N:P de 100:10:1 nos sistemas com alta concentracao de dleo.

Apos a montagem do sistema, seu peso era registrado para posteriores reajustes de

umidade.

Com a montagem experimental foi obtido um total de 9 tratamentos, sendo 8
experimentos em duplicata e mais um experimento como ponto central (em triplicata).
A andlise temporal ocorreu durante 67 dias tendo 4 pontos de coleta (7, 15, 36, 67

dias) totalizando 76 ensaios.
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A Tabela 6 apresenta a relagdo dos experimentos com 0s parametros e niveis

definidos, além da simbologia que sera considerada ao longo deste trabalho.

Tabela 6. Esquema dos tratamentos gerados pelo planejamento de dados com
suas simbologias.

Oleo (%) Niquel (mg/kg) Umidade (%CRA) Simbologia
1 0,5 130 45 oleo-ni-agua
2 5 130 45 OLEO-ni-agua
3 0,5 260 45 oleo-Nl-agua
4 5 260 45 OLEO-NI-agua
5 0,5 130 70 oleo-ni-AGUA
6 5 130 70 OLEO-ni-AGUA
7 0,5 260 70 oleo-NI-AGUA
8 5 260 70 OLEO-NI-AGUA
9 2,75 190 57,5 Ponto Central

Como parametro resposta foi usado o percentual de remogdo (%) dos
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPs) nos experimentos gerados. Além da
guantificacdo dos HTPs residuais do solo, foi feito o monitoramento dos sistemas
através da quantificagdo dos microrganismos heterotroficos totais e degradadores,

além da avaliagdo da comunidade microbiana utilizando técnicas moleculares.

Foram feitas nos sistemas, aeragGes forgadas com ar comprimido (20 L/min) por 2 min,
reposicdo de agua por diferenca de peso e homogeneizacdo com bastdo de vidro de 3
em 3 dias durante os 67 dias de experimento. A Figura 8 mostra os sistemas de

tratamento utilizados.

26



N. F. TAKETANI

METODOLOGIA

A SRENEEAEEIIES]
i~ g I"‘I T i

kﬁw g &

Figura 8. Sistemas montados no laboratério do CETEM/MCT. A) fracos agrupados por tempo de
coleta. B) Detalhe dos rétulos contendo os dados de cada experimento e do peso total.

Para simplificar o processo de aeragdo, ja que o niumero de frascos era bastante alto,

foi montado um sistema para possibilitar a utilizacdo de 6 frascos simultaneamente

como mostrado na Figura 9.

Entrada de ar comprimido

o

Mangueiras
de latex

Alimentacdo de ar
comprimido nos frascos

Figura 9. Esquema da aera¢do. A) Foto do processo de aeragdo. B) Esquema
representativo detalhando da distribuicdo do ar comprimido.
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Para confirmar que os resultados obtidos com os fatores estudados sdo referentes a
atividade biolégica do solo, foi realizado um sistema similar ao descrito acima,
contendo o solo utilizado, autoclavado 5 vezes com adicdo periddica ( a cada semana)
de uma solugdo biocida (azida de sdédio 1%) para garantir a inatividade bioldgica deste
solo. A aeracdo e o revolvimento foram realizados como descritos anteriormente,

porém a umidade foi reposta juntamente com a solugao biocida.

Para a avaliagdo das alteragdes das comunidades microbianas do solo por biologia
molecular, foram feitos alguns controles onde s6 foi colocado o solo com éleo na
concentra¢do de 5% e o solo com niquel na concentra¢cdo de 260 mg/kg, além do
ajuste da umidade que sdo as condigdes estabelecidas para a realizagao dos ensaios no
biorretor de bancada. Os sistemas foram mantidos como anteriormente descritos,

porém por apenas um periodo de 29 dias.

Todos os sistemas foram mantidos sob temperatura interna do laboratério (23-26°C),
nao sofrendo influéncia de grandes variagcdes de temperatura e de luz solar direta,

porém possiveis efeitos foram avaliados através dos controles abidticos.

4.4 ENSAIO EM BIORREATOR

Varios tipos de biorreatores podem ser usados no tratamento de solos contaminados
com hidrocarbonetos de petréleo, entre eles os de fase semi-sdlida e sdlida,
horizontais ou verticais, com tabor fixo ou rotativo, sendo o de fase sélida o mais

indicado para tratamento de solo com alto teor de particulas finas (RIZZO et. al. 2010).

A Figura 10 mostra a configuragdo do biorreator utilizado nos experimentos. O projeto,
execucao e os testes de eficiéncia foram realizados na tese de doutorado desenvolvida
por Rizzo (2008), que testou e padronizou as melhores condigdes de aeragdo e

agitacgao.
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I

Figura 10. Biorreator usado nos experimentos. A. Foto. B. Esquema do biorreator com visdo frontal e
lateral.

As condig¢des usadas neste experimento foram de uma contaminacdo de 5% (p/p) de
oleo, 260 mg/kg de Ni e 70% da CRA. A operagdo consistiu de agitacdo 2 vezes ao dia
por 15min a 4rpm, sendo a aerac¢do realizada por 1 hora a um vazdo de 20L/min. O
biorreator teve um periodo total de operacdo de 29 dias. Foram retiradas amostras a
cada semana para quantificacdo dos HTPs residuais do solo, além da quantificacdo dos

microrganismos heterotréficos totais e degradadores.

4.5 ANALISES DA CONCETRAGCAO DE HIDROCARBONETOS TOTAIS DE PETROLEO

As analises foram feitas através do Infracal (modelo HART-T da Wilks Enterprise), que é
um equipamento portatil capaz de quantificar déleos e graxas totais / HTP por

espectrofotometria de infravermelho (Figura 11).
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Figura 11. Aparelho para quantificacio de HTP, Infracal. A) O aparelho; B)
llustragcdo mostrando sua portabilidade.

Este aparelho permite a quantificacdo de HTP apds extracdo do dleo com solvente
organico (n-hexano PA padrdo HPLC), sendo a determinagdo por infravermelho
baseada na medida da absorbéancia da ligacdo C-H dos hidrocarbonetos. Estas ligacdes
alifaticas absorvem energia num comprimento de onda especifico e a intensidade de
absorcdo é proporcional a quantidade de moléculas de hidrocarbonetos numa amostra

(NASCIMENTO et al., 2008).

A extrac3o de HTP do solo foi feita apds secagem do mesmo a 60°C por 16h. O solo foi
entdo macerado e adicionado ao frasco EPA de 40 mL junto com sulfato de sddio
anidro (proporcgdo 1:1), e n- hexano ( Tedia) em proporcao pré-definida. A mistura foi
submetida ao ultrasom por 60 min, deixada em repouso (30 min) para sedimentacdo
dos sdlidos para posterior leitura no infracal (TELHADO, 2009). Foram aplicados 50puL
do extrato no cristal do aparelho, e apds 3 min de corrida o solvente foi evaporado e a

leitura feita, dando o resultado em absorbancia.

Foi calculado o valor da concentracdo (mg/L) em cada amostra através da curva de
calibragdo, a qual foi obtida apds a leitura com diferentes concentragdes conhecidas

de 6leo em hexano.
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A escolha por tal método foi baseada nos resultados obtidos por Telhado (2009) que
usou o mesmo solo e 6leo submetidos a diferentes métodos de analises(Cromatografia
gasosa, Oleos e graxas — método gravimétrico e infravermelho). Dentre estas analises,
o infravermelho utilizando o Infracal se mostrou mais preciso que o método
gravimétrico e bem préximo ao cromatografico, indicando ser uma técnica rdpida e

barata, e melhor opgao para analise.

4.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Como a maior parte da degradacao de poluentes organicos esta sob responsabilidade
direta da atividade microbiana do ambiente impactado e visto que o tempo de geracao
dos microrganismos é alto, sua diversidade nos diferentes momentos e condigdes
normalmente apontam alteragdes associadas as condi¢gdes impostas. Levando tal
aspecto em consideragao, foram realizados métodos de analises microbiolégicas com o
objetivo de monitorar os bioprocessos que ocorrem durante a biorremediacdo. As
anadlises usadas foram contagem de microrganismos heterotréficos totais e

degradadores e analise do perfil da comunidade microbiana por DGGE.

4.6.1 Contagem de Heterotréficas totais

A quantificagdo de microrganismos heterotréficos totais foi realizada conforme
Trindade (2002). Acrescentou - se, em erlenmeyer, 5 g de solo em 50 mL de solugdo
salina (NaCl, 0,75%). Fez-se a agitacdo da suspens3o em shaker por 1 hora a 25°C a 150
rom. Apds a agitagdo, os extratos obtidos sofreram diluigdes sucessivas.
Posteriormente, realizou-se o plagueamento por espalhamento ou spread plate em
meio LB (Luria-Bertani ) (Tabela 7), acrescentando-se 0,1 ml das diluicdes em cada
placa (em duplicata). As placas foram incubadas em estufa a 30°C por 24 horas e, em
seguida, contou-se o numero de unidades formadoras de col6nias (resultados

expressos em UFC / g de solo).
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Tabela 7. Composi¢do do meio Luria-Bertani (LB).
Meio Luria-Bertani (LB)*

Reagente Quantidade (g/L)
Triptona 5
Extrato de levedura 10
Cloreto de sdédio 5
Agar 15

*Composigdo baseada na Difco®

4.6.2 Contagem de microrganismos degradadores de éleo cru

A quantificacdo dos microrganismos degradadores de dleo cru foi realizada
empregando-se a técnica do NUumero Mais Provavel (NMP) descrita por Ururahy (1998)
e Van Hamme e colaboradores (2003). Acrescentou -se, em erlenmeyer, 5 g de solo em
50 mL de solugdo salina (NaCl, 0,75%). Fez-se a agita¢do da suspensdo em shaker por 1
hora a 25°C a 150 rpm. Apds a agitacdo, as amostras sofreram diluicdes, as quais 0,1mL
de cada diluigao foi adicionado em quintuplicata a 1,8 mL de meio Bushnell-Haas
(Difco®) previamente dispostos em cavidades da placa de polietileno com 24 cavidades
(Figura 12). Por fim, 0,1mL de 6leo cru foi acrescentado como Unica fonte de carbono
organico em cada cavidade. As placas foram entdo incubadas em estufa a 30°C por
uma semana e, em seguida, observou-se alteracdes no filme do éleo sendo estas
consideradas positivas. Foi feita entdo, a estimativa do nimero mais provavel (NMP)
por grama de solo (OBLINGER & KOBURGER 1975). O teste em branco (controle
negativo) foi realizado com adicdo de meio, seguido da adicdo do dleo, sem adicdo de

inéculo.
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Controle
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Figura 12. Esquema mostrando montagem da placa para
contagem de microrganismos degradadores de dleo cru pela
técnica de NMP.

4.6.3 ANALISE POR BIOLOGIA MOLECULAR

4.6.3.1 Extragao do DNA da comunidade bacteriana total no solo

O DNA total da comunidade presente no solo foi extraido a partir de amostra de solo
utilizando o kit Powersoil™ DNA Kit (MoBio Laboratories, USA) seguindo as
especificacdes do fabricante. O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose para avaliar a integridade do DNA e sua pureza através de espectrofotometria

em NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA).

4.6.3.2 PCR-DGGE

De modo a obter perfis da comunidade bacteriana total, a-, y-proteobacteria,
actinobacteria (HEUER et al.,, 1997; GOMES et al.,, 2001; MUHLING et al., 2008) as
amostras foram amplificadas por PCR usando os iniciadores apresentados na Tabela
8. As reacbes foram realizadas em aparelho GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Todas as misturas de reacdo utilizadas (volume total de
50 pl) continham tampdo 1x Taq Platinum Buffer (Invitrogen), 200 uM de cada
deoxinucleosideo trifosfato, 400 nM de cada iniciador, 0,05U Taqg Platinum DNA
polimerase (Invitrogen), =20 ng de DNA molde. A amplificacio do rDNA da

comunidade bacteriana total foi realizada pelo seguinte programa de PCR em
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“touchdown” : 94°C por 3 min; 94°C por 1 min, 65°C (decrescendo 1°C por ciclo) por 1

min, 72°C por 3 min (10 ciclos); 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 3 min (35

ciclos); 72°C por 30 min. As demais amplificagdes foram realizadas conforme

apresentado na Tabela 8. Com uma aliquota de 5 pL dos amplicons foi feita uma

corrida de eletroforese em gel de agarose para avaliar a especificidade e rendimento

da reagao. Como todas as reagdes resultaram em produtos de mesma intensidade no

gel de agarose 5 L de cada amplicon foi entdo usado em corrida de DGGE.

Tabela 8. Iniciadores utilizados nas reagées de PCR-DGGE, programas e variagées no preparo das

reagées.
PSTRTT) T " —
Iniciador Alvo Sequenc’la (5 Referéncia (;oru.unto de Programa termocmlador/\:arlat;oes
> 3) iniciadores no preparo das reagées
CGGTGTGTAC 94 °C 5 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min
16S rRNA HEUER et al. ! !
R1378 b tr ) AAGGCCCGG 1997 etat, 56 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10
acteriano GAACG F203/R1378 min
F203a 16S das a- GGATGAGCC GOMES et al. 3,75 mM MgCl,,, 0,25 pL
proteobactérias CGCGGCCTA 2001 formamida
96 °C 4 min; 30 ciclos: 96 °C 1 min
CGGTGTGTAC . ! !
Gamma39 16S das y- AAGGCCCGG MUHLING et al., Gamma395f/R1 54 °C 1 min, 74 °C 1 min; 74 °C 10
5f proteobactérias GAACG 2008 378 min
2,5 mM MgCl,
94 °C 4 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,
16S de GGATGAGCC HEUER et al. 60 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10
F243 ! F243/R1378 ! !
actinobactérias CGCGGCCTA 1997 / min
3,75 mM MgCly, 0,25 pL formamida
gc.-
16S rRNA
F984GC r ) AACGCGAAG o . . o .
bacteriano 94 °C 4 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,
AACCTTAC 59 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10
CGCCCGGGG HEUER et al., F984GC min ! !
CGCGCCCCGG 1997 /R1378** .
gc. GCGGGGCGG 2,5 mM MgCl,, 0,25 pL formamida
GGGCACGGG
GGG

*f - forward primer; r - reverse primer; gc. - sequéncia rica em G+C inserida na extremidade 5’; ** Nested-PCR — utilizou como
molde os produtos resultantes da amplificagdes anteriores.

As andlises de DGGE foram

realizadas em aparato PhorU2 system (Ingeny
International, Goes, The Netherlands) de acordo com instru¢des do fabricante. Foram
utilizados gradientes de 45-60 % de desnaturantes (uréia/formamida) (100% de
desnaturantes corresponde a uma solugdo 8M de uréia e 40% (V/V) de formamida),
temperatura do tampdo de 60°C e corrida a 110V por 18 h. O gel foi posteriormente

corado por coloragao de prata (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
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As imagens dos géis de DGGE foram digitalizadas em HP Scanjet G4050 e foram
analisadas através do software Bionumerics (Applied Maths, Bélgica) para gerar perfis

densitométricos.

O processamento de dados gerados a partir dos géis de DGGE foi realizado através da
comparagao dos perfis de bandas das diferentes amostras. Em Ecologia microbiana,
estudam-se, principalmente, diferengas espaciais e temporais de amostras ambientais,
assim como entre diferentes condigdes abidticas. Essas andlises podem ser feitas
através de construgao de matrizes que possibilitam o estudo estatistico dos perfis

(FRANCO, CUNHA & ROSADO 2006).

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Para realizar testes multivariados nos dados de contagens microbiolégicas e DGGE
utilizou-se o software Past (HAMMER et al., 2001). As analises de coordenadas
principais (PCoA) foram realizadas baseando-se em matrizes de similaridade
construidas pelo meétodo de Bray-Curtis, assim como para fazer andlise de
grupamento, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” (UPGMA), com
os valores das contagens microbioldgicas em relagdo a cada tempo analisado. Analises
de similaridade (ANOSIM) foram realizadas usando 999 permutacdes para avaliar a

significancia das diferengas nas comunidades (CLARKE, 1993).

Para um entendimento geral do trabalho, a Figura 13 mostra um diagrama com os

ensaios realizados, assim como os métodos.
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I ENSAIOS DE BANCADA
Andlise fatorial completa (67 dias)
Parame- Minimo FOnto Maximo | Unidade
Central
Oleo 0,5 2,7 % p/p
Niquel 130 190 260 mg/kg
Agua 45 57,5 70 % da CRA
Controles para analises moleculares (29 dias)
(o][) Niquel Agua
(%p/p) (mg/kg) (% da CRA)
C-OLEO
C-NI - 260 70
I ENSAIOS NO BIORREATOR (29 dias)
Oleo (% p/p) | Ni (me/k)
Bior. OLEO-NI 5 260
ANALISES REALIZADAS:

*Contagem de heterotroéficas totais;

*Contagem de bactérias degradadoras de dleo cru;
*Andlise de fingerpreinting (DGGE);
*Quantificagdo de HTP por infravermelho.

ANALISE ESTATISCA DOS DADOS

Figura 13. Diagrama contendo os ensaios e as analises feitas neste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ENSAIOS EM MICROCOSMOS

5.1.1 REMOGAO DO OLEO

As analises de quantificagdo por espectrofotometria por infravermelho dos niveis de
HTP dos diferentes sistemas de tratamentos foram realizadas e convertidas para
porcentagem de remog¢do com o objetivo de melhor expressar os resultados (Tabela
9).

Tabela 9. Valores de remogdao do dleo cru nos sistemas gerados a partir da andlise fatorial. Onde pela

simbologia 6leo= 0,5% p/p; OLEO= 5%p/p; ni= 130mg/kg; NI= 260mg/kg; dgua= 45% da CRA; AGUA=
70% da CRA

7 dias 15 dias 36 dias 67 dias
EXPERIMENTO Oleonosolo Remocdo Oleonosolo Remogdo Oleonosolo Remogdo Oleonosolo Remogdo
(me/g) (%) (me/g) (%) (me/g) (%) (mg/g) (%)
bleo - ni- 4gua 5,87 0,00 0,00 4,82 0,07 4,76 3,70 0,30 26,88 2,83 +0,40 44,04
OLEO - ni - 4gua 55,91 +3,03 0,00 52,34 +1,21 0,00 51,06 +4,65 0,00 44,20 +3,84 12,70
6leo - NI - agua 5,58 +0,40 0,00 5,63 0,40 0,00 4,46 0,17 11,82 2,26 0,09 55,33
OLEO - NI - 4gua 56,20 +3,03 0,00 46,20 +3,43 8,75 45,0 +4,44 10,72  41,34+2,63 18,34
6leo - ni - AGUA 4,10 0,20 18,88 3,53 +0,20 30,17 3,44 40,40 32,05 2,80 +0,00 44,66
OLEO - ni - AGUA 40,77 +424 19,47  36,63+2,42 27,65  36,06+0,00 28,78  33,06+0,20 34,71
6leo - NI - AGUA 5,06 +0,07 0,00 4,06 0,44 25,94 3,87 40,13 21,70 3,02 +0,34 35,57
OLEO - NI - AGUA 47,49 +1,21 6,21 43,34+222 14,39  35,63+3,84 29,63  32,77+0,61 35,27
Ponto Central 2227+3,03 27,87  20,41+1,30 2586  1855+2,70 38,16 20,32 +1,24 30,78
CONCENTRACOES o 0,5%= 5me/g 0,5%= 5,06me/g
INICIAIS Téorico 2,75% = 27,5mg/g Real 2,75% = 28,46mg/g
5% = 50mg/g 5% = 50,63mg/

Foram obtidos valores nulos de remogao para o controle abidtico para todos os
tratamentos em todos os tempos analisados. Portanto, podemos considerar que todas

as variagdes obtidas pelos sistemas acima vistos, sdo de origem bioldgica.

As variacGes no percentual de remocdo para os diferentes tratamentos ao longo do
tempo podem ser melhor visualizadas através do grafico em barras (Figura 14). Foi
possivel verificar que nos experimentos com nivel de umidade minimo, valores
percentuais de remogao significativos ocorreram apenas apds o décimo quinto dia. Ja
nos frascos com umidade maxima, os valores de remocdo atingiram até 30% neste
mesmo tempo, mostrando que a agua foi um fator de grande influéncia positiva nos

sistemas, neste tempo.
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Apesar de parecer 6bvio o efeito positivo da umidade na atividade microbiana, é
importante a definicdo de um ponto minimo de umidade necessario para a obtengao
de bons niveis de degradacdo e para um bom funcionamento dos biorreatores, cujo

desempenho é prejudicado com o uso de solos muito Umidos.

Remocgao de dleo cru
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Figura 14. Grafico da remocgao percentual do dleo nos diferentes sistemas de
tratamento ao longo de 67 dias. Onde pela simbologia o= 0,5% p/p; O= 5%p/p; n=
130mg/kg; N= 260mg/kg; a= 45% da CRA; A= 70% da CRA

Os resultados obtidos com o ponto central mostram que o nivel de umidade foi o
suficiente para que o perfil de degradagdao fosse muito similar aos experimentos de
alta umidade. Com isto obtivemos dois fatores favoraveis para o manejo da umidade
nesse processo. O primeiro é que o tipo de solo permite o uso do teor de dgua de 70%
da CRA sem que ocorra a sua compactacado e conseqliente travamento do motor do
biorreator. O outro aspecto é que, pelos resultados obtidos, a umidade requerida para
uma remog¢dao quase em seu nivel maximo, através dos parametros estudados,
encontra-se proximo ao valor de 58% da CRA (ponto central). Unidos, estes dois fatos,
oferecem uma ampla margem de trabalho, em relagao ao teor de umidade a ser

utilizado no biorreator.
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5.1.2 ANALISE FATORIAL COMPLETA (AFC)

Conforme descrito na metodologia, os experimentos foram montados seguindo uma

andlises fatorial completa gerada pelo software Design Expert (Stat Easy®), resultando

em 8 experimentos em duplicata mais 3 repeticGes do ponto central (Tabela 9).

Usando como variavel resposta a porcentagem de remocdo, foi possivel obter uma

analise para cada tempo estudado.

Os graficos da normal versus residuos nos diferentes tempos estdo apresentados na

Figura 16. E possivel verificar que a distribuicio dos pontos (em laranja) em relacdo ao

modelo gerado (linha rosa) configuram uma distribuicdo normal, portanto podemos

levar em consideracdo os resultados gerados a partir de calculo de probabilidade.

Normal Plot of Residuals
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Figura 15. Graficos da normal versus residuo das analises nos diferentes tempos .
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5.1.2.1 AFCEM 7 DIAS

No sétimo dia de tratamento foi obtido um modelo significativo (p <0.05) (Tabela 10).
Em uma analise do diagndstico estatistico foi possivel verificar que tanto o modelo
guanto a curvatura sao significativos, o que permite a analise das influéncias geradas
pelo modelo, porém sem avaliacdo dos valores intermedidrios nos diferentes niveis

estudados, para isso seria necessario utilizar uma analise por mistura de superficie.

Tabela 10. Relagao dos dados gerados pela constru¢do do modelo para o tempo de 7 dias.

Soma dos Grau de Média dos
Fonte Quadrados Liberdade Quadrados Valorde F  Prob>F
Modelo 1051,19 7 150,17 14,22 0,0003*
Oleo (0) 11,48 1 11,48 1,09 0,3244
Metal (M) 257,79 1 257,79 24,41 0,0008*
Umidade (V) 497,04 1 497,04 47,07 <0,0001*
O*M 7,81 1 7,81 0,74 0,4122
o*Uu 11,48 1 11,48 1,09 0,3244
M * U 257,79 1 257,79 24,41 0,0008*
O*M*U 7,81 1 7,81 0,74 0,4122
Curvatura 883,69 1 883,69 83,68 <0,0001*
Erro Puro 95,04 9 10,56 - -

* Valores significativos (<0,05).

No modelo apresentado na Tabela 11, o valor de R-quadrado foi 0,9171, mostrando
um bom ajuste dos dados. Levando em consideragdao o calculo de Prob> F, os
parametros com a influéncia significativa foram o metal, a umidade e a interagao entre
estes (valores absolutos maiores que o desvio padrdo) . Neste tempo, a umidade foi o
parametro de maior influéncia, sendo este positivo, enquanto, o metal mostrou
influéncia negativa. Ja o 6leo, ndo apresentou influéncia significativa, mostrando que
em 7 dias, independente da concentracdo, ndo houve mudanca na porcentagem de

remocao do dleo.

Outro trabalho (AMOR KENNES & VEIGA, 2001) estudou a influéncia de metais pesados

(zinco, niquel e cadmio) na biodegradagdo do tolueno e obtiveram como resultado que
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o niquel foi o metal com maior influéncia negativa, logo seguido do Cadmio e por

ultimo o zinco.

A Unica interagdo significativa entre 2 parametros foi entre o metal e a umidade,
podendo estar relacionado ao fato de que o metal na presengca de umidade se
encontra em uma forma mais disponivel, aumentando assim sua toxidez aos
microrganismos degradadores.
Tabela 11. Modelo gerado, desvio padrao e o r-quadrado para o tempo de 7 dias.
Modelo - 7 dias
Desvio Padrao R-quadrado R-quadrado ajustado

3,25 0,9171 0,8526
Remogao do dleo (%) = +5,57 +0,85 *Oleo -4,01 *Metal +5,57 *Umidade +0,70 *Oleo*Metal

+0,85 *Oleo*Umidade -4,01 *Metal*Umidade +0,70 *Oleo*Metal*Umidade

5.1.2.2 AFC EM 15 DIAS

Igualmente ao resultado obtido no tempo de 7 dias, foi possivel obter um modelo

significativo (Tabela 12), e também uma curvatura significativa.

Tabela 12. Relagao dos dados gerados pela constru¢do do modelo no tempo de 15 dias.

Soma dos Grau de Média dos
Fonte Quadrados Liberdade Quadrados Valorde F  Prob>F
Modelo 2190,97 7 313,00 14,08 0,0002%*
Oleo (0) 25,36 1 25,36 1,14 0,3105
Metal (M) 45,62 1 45,62 2,05 0,1825
Umidade (V) 1791,13 1 1791,13 80,59 <0,0001*
O*M 5,03 1 5,03 0,23 0,06445
o*Uu 81,43 1 81,43 3,66 0,0846
M * U 115,39 1 115,39 5,19 0,0459*
O*M*U 126,99 1 126,99 5,71 0,0379*
Curvatura 518,68 1 518,68 23,34 0,0007*
Erro Puro 222,25 10 22,23 - -

* Valores significativos (<0,05).

Para o modelo gerado também foi obtido um valor de R-quadrado em torno de 0,91
(Tabela 13). No entanto, levando em consideragao a significancia dos parametros no
modelo, o Unico parametro com influéncia significativa foi a umidade, sendo bastante

positiva.
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Neste tempo de 15 dias, o metal ja ndo apresentou influéncia negativa, assim como o
Oleo e as interagdo de dois e trés fatores. Isto pode ter relagdo com as caracteristicas
do solo usado. No trabalho de Maliszewska-Kordybach & Smreczak (2003) que estudou
a influéncia de metais pesados (zinco, chumbo e cddmio) e HPAs nas comunidades
microbianas de diferentes culturas de plantas (trigo, aveia, milho, feijdo, girassol e
tomate), foi mostrado que o efeito dos dois tipos de contaminantes juntos sempre
possuem um impacto inicial negativo, porém a capacidade de desenvolvimento das
plantas e o grau de impacto nas comunidades microbianas estd intimamente
relacionado com as caracteristicas do solo.
Tabela 13. Modelo gerado, desvio padrdo e o r-quadrado para o tempo de 15 dias.
Modelo - 15 dias
Desvio Padrao R-quadrado R-Quadrado ajustado

4,71 0,9079 08434
Remogdo do dleo (%) = +13,96 -1,26 *Oleo -1,69 *Metal +10,58 *Umidade +0,56 *Oleo*Metal -

2,26 *Oleo*Umidade -2,69 *Metal*Umidade -2,82*0Oleo*Metal*Umidade

5.1.2.3 AFC EM 36 DIAS

Em 36 dias, podemos observar que o modelo e a curvatura foram significativos, da
mesma forma que nas andlises anteriores. No entanto, o valor de R-quadrado obtido

pelo modelo foi de 0,7832 (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14. Relagao dos dados gerados pela constru¢io do modelo para o tempo de

36 dias.
Soma dos Grau de Média dos

Fonte Quadrados Liberdade Quadrados ValordeF  Prob>F
Modelo 1621,81 7 213,69 5,16 0,0103*
Oleo (0) 104,98 1 104,98 2,34 0,1572
Metal (M) 69,40 1 69,40 1,55 0,2421
Umidade (U) 897,67 1 897,67 20,00 0,0012*
oO*M 291,69 1 291,69 6,50 0,0289*
o*Uu 222,12 1 222,12 4,95 0,0503

M * U 1,38 1 1,38 0,031 0,8643
O*M*U 34,58 1 34,58 0,77 0,40007*
Curvatura 513,78 1 513,78 11,45 0,0070*

Erro Puro 448,85 10 44,88 - -

* Valores significativos (<0,05).
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A umidade é um fator conhecidamente positivo aos processos de biodegradacao de
compostos organicos que geralmente envolve reagdes de hidrélise, além disso quase
todas as reac¢Oes enzimaticas das células ocorrem em meio aquoso, portanto este
parametro quando oferecido de forma limitada gera um atraso nas reagdes de
biodegradacdo. No entanto, quando hd a presenca de metais a niveis tdxicos no
ambiente, uma oferta alta de umidade pode acarretar uma maior biodisponibilidade
destes, e consequentemente aumento de sua toxidez. Neste trabalho em que
encontramos os dois tipos de contaminantes juntos, a umidade teve uma influéncia
positiva mostrando que as vantagens oferecidas a comunidade hidrocarbonoclastica é

maior do que o aumento da biodisponibilidade do metal (DERMONT et al., 2008).

Tabela 15. Modelo gerado, desvio padrao e o R-quadrado para o tempo de 36 dias.
Modelo - 36 dias
Desvio Padrao R-quadrado R-quadrado
6,70 0,7832 0,6315
Remog&o do dleo (%) = +20,55 -2,56*Oleo -2,08*Metal +7,49*Umidade +4,27*0Oleo*Metal

+3,73*0Oleo*Umidade -0,29*Metal*Umidade -1,47*Oleo*Metal*Umidade

5.1.2.4 AFC DE 67 DIAS

A andlise gerada (Tabela 16) apresentou uma curvatura ndo significativa, o que nos
permite avaliar além dos niveis estudados, toda a faixa de estudo incluindo os valores

intermediarios.

Tabela 16. Relagao dos dados gerados pela constru¢do do modelo para o tempo de 67 dias.

Soma dos Grau de Média dos
Fonte Quadrados Liberdade Quadrados ValordeF  Prob>F
Modelo 2727,05 7 389,58 16,58 <0.0001*
Oleo (0) 1543,43 1 1543,43 65,67 <0.0001*
Metal (M) 17,65 1 17,65 0,75 0,4064
Umidade (U) 98,03 1 98,03 4,17 0,0684
oO*M 4,02 1 4,02 0,17 0,6878
o*Uu 843,13 1 843,13 35,87 0,0001*
M * U 162,17 1 162,17 6,90 0,0253*
O*M*U 58,61 1 58,61 2,49 0,1454
Curvatura 106,03 1 106,03 4,51 0,0596
Erro Puro 235,03 10 23,50 - -

* Valores significativos (<0,05).
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O modelo gerado (Tabela 17), mostrou um valor de R-quadrado de 0,9207, sendo o
6leo o Unico parametro significativo com influéncia negativa. Ja a interagao do dleo
com a umidade foi significante e positiva. A influéncia negativa se deve provavelmente
ao efeito téxico do éleo cru sobre as comunidades microbianas do solo, principalmente
com teor de agua baixo, o que limita a atividade microbiana. Quanto maior a
concentracao do dleo maior o impacto nestas comunidades, mesmo que esteja apenas
relacionado a perda de abundancia desses individuos.
Tabela 17. Modelo gerado, desvio padrao e o R-quadrado para o tempo de 67 dias.
Modelo - 67 dias
Desvio Padrao R-quadrado R-quadrado

4,85 0,9207 0,8651
Remocgdo do dleo (%) = +35,08 -9,82*0leo +1,05*Metal +2,48*Umidade +0,50*Oleo*Metal

+7,26*0leo*Umidade -3,18*Metal*Umidade +1,91*0Oleo*Metal*Umidade

ApOs as analises individuais de cada tempo de coleta foi possivel unir os dados dos
modelos e levando em consideragao os valores das influéncias, gerou-se um grafico
comparando os valores de influéncia de cada parametro em todos os tempos
estudados (Figura 17). Foi possivel verificar que a umidade mostrou influéncia positiva
ao longo de todo o estudo e que o metal apresentou influéncia negativa no inicio do
tratamento, confirmando uma adaptagao rapida dos microrganismos presentes. Ja o
6leo apresentou uma influéncia significativa e negativa mais tardia (67 dias). Isto pode
ser devido a composicdo do dleo cru, que é uma mistura complexa de substancias e
gue muitas vezes seus produtos de degradacdo geram compostos ainda mais téxicos,
forcando a comunidade degradadora a se adaptar e se modificar constantemente a

essa gama de substancias (MAILA & CLOETE, 2005).
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Figura 16. Grafico com os valores das influéncias dos parametros
avaliados em relagdao aos tempos de coleta. As esferas pretas
marcam valores de influéncia ndo significativos.

5.1.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Através das analises microbiolégicas foi possivel determinar a quantificacdo de
microrganismos heterotroéficos totais e degradadores de dleo cru cultivaveis e estudar
as alteragdes nos perfis das comunidades bacterianas dominantes do solo

independentes de cultivo.

5.1.3.1 CONTAGEM DE HETEROTROFICOS TOTAIS

Os valores de contagem dos microrganismos heterotréficos totais estdo apresentados
na Figura 17. E possivel verificar valores com ordens de grandeza muito parecidas
entre si, sendo assim, dificil de visualizar diferencas significativas entre os
experimentos As linhas em tons quentes (vermelho, laranja, amarelo e laranja escuro)
do grafico representam os tratamentos com baixa umidade que apresentaram valores
de contagem mais baixos, se destacando dos restantes. Ja as linhas em tons frios (azul,

lilas, verde e roxo) mostraram valores de contagens mais altos.

Em 15 dias, o tratamento que apresentou maior contagem em relagdao aos demais foi o
gue continha quantidade minima dos poluentes e teor maximo de agua, possivelmente
devido a maior velocidade de adaptacdo desses microrganismos sob menores

concentracdes de contaminantes e alto teor de umidade.
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Heterotroficas Totais
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Figura 17. Grafico da contagem de herotréficos totais (UFCs/g de solo) dos experimentos em relagdo
aos tempos de coleta. Onde pela simbologia 6leo= 0,5% p/p; OLEO= 5%p/p; ni= 130mg/kg; Ni=
260mg/kg; dgua= 45% da CRA; AGUA= 70% da CRA.

O resultado gerado pela construcdo do dendrograma (Figura 18) mostrou melhor a
separacado dos dois grandes grupos pelo teor de umidade. A correlagao cofenética, que
neste caso foi de 0,955, significa que a andlise de grupamento apresenta uma

correlacdo com os dados originais representativa.
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Dendrograma das Heterotroficas Totais
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Figura 18. Dendrograma gerado a partir da matriz com os valores achados nas contagens
das heterotréficas totais para cada tempo de coleta. Onde pela simbologia éleo= 0,5% p/p;
OLEO= 5%p/p; ni= 130mg/kg; NI= 260mg/kg; dgua= 45% da CRA; AGUA= 70% da CRA

5.1.3.2 CONTAGEM DE DEGRADADORAS

Os valores de contagem de bactérias degradadoras nos diferentes tempos
estdao apresentados na Figura 19. Esta analise teve como objetivo avaliar o perfil dos
microrganismos hidrocarbonoclasticos capazes de usar o éleo como fonte de carbono
nos diferentes tratamentos. Como igualmente visto para os microrganismos
heterotroficos totais, a umidade foi o fator que mais diferenciou os tratamentos. Para
o tratamento contendo o ponto central, especificamente, apds o sétimo dia, houve

uma semelhanca com os perfis dos tratamentos com menor umidade.

47



N. F. TAKETANI RESULTADOS E DISCUSSAO

Degradadoras

1,00E+12
1,00E+11
1,00E+10 < 6leo - ni - dgua
1,00E+09 O-OLEO - ni - dgua
1,00E+08 =#&—4leo - NI - dgua
1,00E+07 O-OLEO - NI - 4gua
X-6leo - ni - AGUA
=-0LEO - ni - AGUA
—#—6leo - NI - AGUA
—=—0LEO - NI - AGUA
—i-Ponto Central

1,00E+06
1,00E+05

NMP/g de solo

1,00E+04
1,00E+03

1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Figura 19. Grafico com a contagem de bactérias degradadoras de 6leo cru (NMP/g de solo)
dos tratamentos em rela¢cdo aos tempos de coleta. Onde pela simbologia dleo= 0,5% p/p;
OLEO= 5%p/p; ni= 130mg/kg; NI= 260mg/kg; dgua= 45% da CRA; AGUA= 70% da CRA.

Para alguns tratamentos, principalmente nos tempos finais, as contagem nao foram
possiveis de serem realizadas pois havia a presenca microrganismos (Actinobacterias)
gue interferiam na avaliacdo da técnica de NMP (Figura 20). No trabalho realizado por
Telhado (2009), utilizando este mesmo solo e 6leo, foi observada também a presenca
destes Actinobacterias nas contagens de degradadores, sendo estes identificados por
seqlenciamento do gene que codifica o rRNA 16S como 9 Actinobacterias diferentes
sendo de 2 géneros diferentes (Amycolatopsis e Arthrobacter) e 1 classificado como
actinobacteria ndo cultivado, mostrando sua prevaléncia e alta capacidade de
adaptacdo ao meio. Portanto para que os resultados ndo fossem superestimados, ndo

foi realizada a contagem nestes tempos.
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Figura 20. Fotografia da ocorréncia de Actinobacterias
predominantes em 4 pogos das placas de contagem por
NMP dos degradadores de dleo cru. Presenca de col6nias
brancas e foscas) o qual impossibilitou a contagem de alguns
pontos de coleta.

O resultado gerado pela construcdo do dendrograma (Figura 21) mostrou mais uma
vez a separacdao em dois grandes grupos pelo teor de umidade, assim como ocorrido
com as heterotroficas totais. A correlacdo cofenética, que neste caso foi de 0,8116,
significa que a anadlise de grupamento também apresenta uma correlagdo com os

dados originais representativa.
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Dendrograma das Degradadoras
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Figura 21. Dendrograma gerado a partir da matriz com os valores achados nas
quantificagdes de degradadoras por NMP/g de solo para cada tempo de coleta. Onde
pela simbologia éleo= 0,5% p/p; OLEO= 5%p/p; ni= 130mg/kg; NI= 260mg/kg; dgua= 45%

da CRA; AGUA= 70% da CRA.

Usando esses métodos como monitoramento da atividade bioldgica, os resultados

foram pouco discriminatérios em relacao aos diferentes tratamentos, tendo apenas a

umidade como um fator de influéncia direta e principal.
5.1.3.3 METODOS MOLECULARES

5.1.3.3.1 EXTRAGAO DE DNA

Com o objetivo de avaliar e identificar o possivel efeito do niquel na estrutura de

comunidade bacteriana do solo em questdo foram escolhidos alguns dos tratamentos

para serem submetidos as analises moleculares. Foram estudados diferentes niveis de

6leo, niquel e umidade para avaliar o processo de biorremediacdo. Para fazer uma
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avaliagao molecular da influéncia do niquel, foram escolhidos os tratamentos com seus
diferentes niveis, sendo o dleo fixado na concentracdo maxima de 5% (p/p) e a
umidade em seu nivel maximo, para o aproveitamento da sua influéncia positiva no

processo.

Paralelamente foram realizados ensaios controles, um deles contendo apenas éleo (5%
p/p) e o outro apenas niquel (260mg/kg), ambos com o nivel maximo de umidade,
para que fossem observadas as alteragOes isoladamente. A Tabela 18 mostra o
conjunto de amostras usadas nas andlises moleculares, assim como suas codificacdes
para facilitar a avaliagdo dos resultados obtidos. Todas essas amostras foram

analisadas em trés tempos de coleta (7, 15 e 30 dias) e realizadas em triplicata.

Tabela 18. Codificagdo das amostras usadas para
as analises moleculares.

CODIFICACAO OLEO NiQUEL
OLEO - ni 5% 130mg/kg
OLEO — NI 5% 260mg/kg

OLEO 5% -
NI - 260mg/kg

Todas as amostras continham 75% da CRA do solo

As amostras obtidas através da extragao de DNA geraram bandas visiveis e Unicas no
gel de agarose. Ja a analise no Nanodrop mostrou baixo teor de impurezas para todas
as amostras, isto é a relagdo de absorbancia de 260nm/280nm atingiu valores

proximos a 1,8, o que significa um baixo teor de proteinas presentes.

5.1.3.3.2 PCR-DGGE

Os perfis de bandas gerados usando os iniciadores para gene que codifica o rDNA 16S
(Figura 22) se mostram muito parecidos entre si, além de apresentarem muitos
ribotipos em cada amostra. Portanto, ndo foi possivel visualizar diferengas claras entre

os diferentes tratamentos.
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Figura 22. Imagem do gel de DGGE para o gene que codifica o rRNA 165 do dominio Bacteria. OLEO

= 5% de 6leo; NI = 260 mg/kg; ni = 130 mg/kg. Os valores seguidos da letra d (de dias) sdo referentes
aos tempos de coleta.

O gel gerado pelo uso dos iniciadores que codificam o gene rDNA 16S de
Actinobacteria apresentou as mesmas caracteristicas observadas para o Dominio
Bactéria, porém, foi possivel verificar o comportamento peculiar de uma banda nas
diferentes amostras, indicada pela seta vermelha na Figura 23 A intensidade desta
banda é maior nos tratamentos contendo niquel, em relagdo ao tratamento contendo
somente Oleo. Tal aspecto pode estar relacionado com a possivel capacidade de

adaptacdo desse ribotipo a presenca do metal.
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Figura 23. Imagem do gel de DGGE para o 16S do filo Actinobacteria. OLEO = 5% de éleo; NI = 260
mg/kg; ni = 130 mg/kg. Os valores seguidos da letra d (de dias) sdo referentes aos tempos de coleta.
As setas em vermelho apontam a linha de bandas que foram influénciadas em sua intensidade pela
presenca do niquel.

O comportamento dos perfis de bandas gerados para o gel de a-proteobacteria (Figura
24) foi bem parecido com o obtido para o dominio Bactéria. Apesar de ter uma riqueza
de ribotipos, também ndo foi possivel visualizar diferencas entre os diferentes

tratamentos.
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Figura 24. Imagem do gel de DGGE para o 165 da classe a-proteobacteria. OLEO = 5% de dleo; NI = 260
mg/kg; ni = 130 mg/kg. Os valores seguidos da letra d (de dias) sdo referentes aos tempos de coleta.

Os perfis obtidos para o grupo das y-proteobacterias (Figura 25) também se
mostraram ricos em ribotipos, porém com diferencas visiveis entre os tratamentos. O
sistema contendo apenas niquel se mostrou diferente dos demais, e comparado ao
sistema contendo dleo (5%) e niquel (260mg/kg) apresentou diferengas principalmente

no que diz respeito a intensidade das bandas (marcacdo em verde).

A diferenga de intensidade das bandas entre as amostras com diferentes
concentragdes de niquel (130mg/kg e 260mg/kg) na presenca de dleo (5%p/p), no
tempo de 7 dias, estdo marcadas em vermelho. Essa alteracdo foi a que mais se
relacionou com os resultados obtidos de remoc¢do do dleo cru. A diminuicdo da
intensidade das bandas nos tratamentos com o nivel mdximo de niquel nesse periodo
em relagdo ao nivel minimo pode estar relacionada ao atraso ocorrido na degradacao

do dleo.
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Figura 25. Imagem do gel de DGGE para o 16S da classe y-proteobacteria. OLEO = 5% de éleo; NI =
260 mg/kg; ni = 130 mg/kg. Os valores seguidos da letra d (de dias) sdo referentes aos tempos de
coleta. As indicagbes em vermelho mostram as diferencas nos grupos de bandas dos tratamentos
com baixo e alto teor de Ni. Em verde, as diferengas entre os tratamentos com 260mgkg de Ni na
presenca e auséncia de 6leo (5%).

Para uma andlise mais robusta dos perfis gerados foi feito para cada marcador, por
matriz de similaridade (coeficiente de Bray-Curtis), um grafico de PCoA mostrado na
Figura 26. Estes graficos mostram a dispersao espacial das amostras e cada cor refere-
se a cada tratamento (OLEO-ni, OLEO-NI, OLEO e NI). A observa¢do mais clara para
todos os marcadores avaliados, foi a separacdo do tratamento NI (concentracdo de
niquel alta) do restante das amostras, portanto quando havia a presenca do éleo na
amostras essas se alteravam para um perfil mais similar entre si, o que demonstra que
o Oleo foi o parametro de maior influéncia na estrutura da comunidade bacteriana

neste estudo.

No trabalho de Evans e colaboradores (2004), usando a mesma técnica de DGGE, foi
possivel visualizar alteragdes nas comunidades microbianas provocadas pelo
contaminante organico (6leo cru) e também pela adicdo de nutrientes (compostos
inorganicos como fésforo, potassio, cdlcio e magnésio) para a aplicacdo da técnica do

bioestimulo.
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Analisando as amostras com os dois diferentes niveis de multicontaminacdo com
niquel em relacdo a amostras apenas contaminadas com dleo, foi possivel verificar a
similaridade entre elas, demonstrando que apenas a presenca do niquel no solo
contaminado por 6leo, independentemente de sua concentragdo, é capaz de gerar a

alteragao.

As y-proteobacterias se mostraram mais sensiveis as alteragdes provocadas pelos
contaminantes, o que foi possivel de observar através da comparagdo entre os
tratamentos Oleo-ni e Oleo-Ni no tempo de 7 dias. Estes se destacaram na parte
central do grafico em relagdo as outras amostras e entre si. Estes resultados se
relacionam com os obtidos com a degradagao do 6leo nesse periodo, que mostra um

atraso pelo alto teor de niquel no sistema.

Popp e colaboradores (2006) encontraram uma grande participagdo das vy-
proteobacterias na biodegradacdo de hidrocarbonetos durante processo de
biorremediagdao, descrevendo que nesta classe se encontram varios grupos de
microrganismos degradadores, entre eles Pseudomonas e Arthrobacter, sendo entdo

de grande destaque nos estudos de biorremediacao.

O trabalho realizado por Gomes e colaboradores (2008) avaliou a estrutura da
comunidade microbiana de sedimentos de mangue eutrofizado, com diferentes niveis
de contaminagdo por hidrocarbonetos, em diferentes locais da Baia de Guanabara. A
analise da estrutura da comunidade bacteriana total nao foi capaz de discriminar as
amostras com diferentes niveis de contaminacdo. Porém, usando marcadores
moleculares para Actinobacteria e Proteobactéria , houve aumento da resolugao
dessas alteragdes calculadas por teste de permutagao, mostrando a significancia das

diferencgas entre os diferentes locais estudados.

Eles justificaram este fato usando o calculo do indice de Shannon que revelou uma alta
diversidade microbiana, o que diminuiria a parcela de microrganismos afetados pelos
contaminantes e que a alteragdo obtida pode ter ocorrido por perda de abundancia. E
Importante ressaltar que o grupo das Pseudomonas foi o que mais se associou com as

contaminagdes por hidrocarbonetos.
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A alta diversidade microbiana no ambiente esta associadas a multiplas fun¢des o que
acarreta em uma maior estabilidade do ambiente na presenga de contaminantes
(HOOPER et al., 2005), esta estabilidade pode ser observada nos experimentos deste
trabalho pela baixa diferenciacdo dos grupos na analises de PCoA, mesmo essas

diferengas sendo significativas.
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Figura 26. Analise de coordenadas principais (PCoA) dos perfis de DGGE obtidos dos experimentos em
microcosmos. PCoA obtido a partir de matriz de similaridade calculada pelo método de Bray-Curtis. Os
graficos representam as comunidades bacteriana total, de actinobacterias, a- e y-proteobacterias
conforme indicado acima dos graficos. Os tratamentos estdo separados por cores e formas conforme
indicado na legenda. Valores préximos os pontos representam o tempo de tratamento.

As analises de similaridades feitas pelo teste ANOSIM utilizam o método Bray-curtis,
gue se baseia em uma matriz de similaridade para comparar as diferentes condi¢des

de tratamento testadas. Na Tabela 19 estdo apresentados os valores de R que

57



N. F. TAKETANI

RESULTADOS E DISCUSSAO

diferenciam os tratamentos. Portanto, quanto menor o valor de R, mais parecidos sao

os tratamentos. Os valores entre parénteses referem-se ao valor de p que quando

menor que 0,05 conferem significancia estatistica na diferenciagao dos tratamentos.

Em relag3o aos resultados obtidos, apenas a relagdo entre os tratamentos Oleo-Ni e

Oleo-ni de Actinobacteria obtiveram diferengas n3o significativas, sendo portanto

consideradas iguais. Por outro lado, o tratamento Ni se destacou em todos os

marcadores moleculares por ser o que obteve os maiores valores de R, e portanto o

gue mais se diferenciou do restante.

Tabela 19. Analises de similaridade (ANOSIM) dos perfis de DGGE entre os

diferentes tratamentos.

Bacteria
Oleo-ni Oleo-Ni Ni
Oleo-ni 0
Oleo-Ni 0,1101* (0,0476)** 0
Ni 0,4571 (<0,00001) 0,4628 (0,0001) 0
Oleo 0,2932 (0,0002) 0,1638 (0,0087) 0,7356 (<0,0001)

Actinobacteria

Oleo-ni Oleo-Ni Ni
Oleo-ni 0
Oleo-Ni 0,0823 (0,1438) 0
Ni 0,8114 (<0,00001)  0,7922 (<0,00001) 0
Oleo 0,583 (<0,00001) 0,4472 (0,0005) 0,2545 (0,0044)

a-proteobacteria

Oleo-ni Oleo-Ni Ni
Oleo-ni 0
Oleo-Ni 0,2191 (0,0055) 0
Ni 0,4247 (0,0001) 0,7178 (<0,0001) 0
Oleo 0,2179 (0,0026) 0,41840 (0,00001) 0,3416 (0,001)

y-proteobacteria

Oleo-ni Oleo-Ni Ni
Oleo-ni 0
Oleo-Ni 0,2383 (0,0100) 0
Ni 0,6187 (<0,00001)  0,7771 (<0,00001) 0
Oleo 0,3573 (<0,00001)  0,3824 (0,0004) 0,9057 (<0,00001)

Valores em negrito indicam correla¢des ndo significativas entre as matrizes

(>0,05).

*- Valores representam os valores de R observados.
**_ Valores entre parénteses representam os valores de p observados.

58



N. F. TAKETANI RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando tais resultados em consideracdo, é possivel concluir que o dleo foi o fator de

maior influéncia na alteragao das comunidades bacterianas avaliadas.

Para a avaliagdo da similaridade entre os diferentes marcadores moleculares foi usado
o teste de Mantel (Tabela 20). Este utiliza a matriz de Bray-curtis, porém o valor de R
dado reflete o grau de similaridade (quanto maior o valor de R, maior a similaridade).
Os valores entre parénteses mostram o valor de p, sendo que apenas os valores em

negrito foram significativos.

Conforme o teste de Mantel, o comportamento das y-proteobacterias foi
significativamente parecido com o comportamento das Actinobacterias e das

bactérias.

Tabela 20. Teste de Mantel para os diferentes marcadores utilizados no DGGE.
Actinobacteria a-proteobacteria Bactéria

Actinobacteria

a-proteobacteria  0,107* (0,119)**

Bacteria -0,289 (0,515) -0,095 (0,830)

y-proteobacteria 0,183 (0,021) 0,084 (0,176) 0,266 (0,014)
Valores em negrito indicam correlacdes significativas entre as matrizes.

*_ Matrizes de similaridade obtidas por Bray-Curtis.

*- Valores representam os valores de R observados.

**_ Valores entre parénteses representam os valores de p observados.

5.2 ENSAIO EM BIORREATOR

Para a avaliacdo em escala ampliada do processo de biodegradacao do dleo cru na
presenca de niquel, foi selecionada a condi¢cdo com os niveis altos estudados (5% dleo
e 260mg/kg do metal) e o melhor teor de umidade obtido na etapa anterior (70% da

CRA) .

5.2.1 REMOGAO DO OLEO

A Figura 27 apresenta o grafico do percentual de remogao de 6leo entre as duas
diferentes escalas testadas (microcosmos e biorretor de bancada), sendo importante

ressaltar que os microcosmos foram mantidos com um controle maior da temperatura,
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em torno de 25°C, e o biorreator foi mantido em temperatura ambiente em torno de

40°C (periodo do ver3o).
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Figura 27. Grafico com as porcentagens de degradagao obtidas.

Foi possivel observar a eficiéncia da ampliacdo de escala, onde hd um aumento da
remogao de 6leo nos 20 primeiros dias, mostrando uma aceleragao inicial no processo
de biodegradacdo. As diferentes temperaturas utilizadas também podem ter uma
relacdo direta com as diferencas de remocdao observadas entre o ensaio em
microcosmo e no biorreator. Ao final de 30 dias o percentual de remogao foi muito
proximo nos dois sistemas (em torno de 35% de remocdo do dleo cru), sugerindo que

a ampliagao de escala se mostrou eficiente na biodegradagao do 6leo cru.

No trabalho desenvolvido por Rizzo e colaboradores (2010), que utilizou os
mesmos biorreatores deste trabalho, observou-se de forma clara o efeito negativo do
aumento da umidade pela formagao de aglomerados do solo, que por sua vez tinha
caracteristica argilosa. Isto agravava o problema, e o nivel maximo de umidade
utilizado neste caso foi de 60% da CRA. Ja no presente estudo, o valor maximo de
umidade que nao interferia operacionalmente no biorreator foi de 70% da CRA. Isto

pode ter relagdo com o aumento da eficiéncia de remocao.
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5.2.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.2.2.1 CONTAGEM DE HETEROTROFICAS TOTAIS

Com relacdo as contagens de microrganismos, houve no biorreator um aumento inicial

do numero de bactérias heterotréficas totais ( de 1,21E+05 para 1,35E+06 UFC/g de

solo) que depois se manteve estavel, em contraste com os valores obtidos no

microcosmo que oscilou entre 1E+06 e 1E+07 UFC/g de solo (Figura 28).

UFCs/g de solo
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Figura 28. Grafico com as contagens de heterotroficas totais
obtidas no biorreator e nos microcosmos.

5.2.2.2 CONTAGEM DE DEGRADADORAS DE OLEO

Os microrganismos degradadores de 6leo cru tiveram um comportamento igual até os

15 primeiros dias depois 0 microcosmo se manteve estdvel e o biorreator continuou

aumentando (Figura 29).
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Figura 29. Grafico comparando as contagens de degradadoras de
6leo cru obtidas no biorreator em compara¢dao as obtidas nos
microcosmos.

Os resultados de contagens de microrganismos heterotroficos totais obtidos para o
biorreator ndo refletiram os eventos de degradacdo ocorridos, mostrando a nao
eficacia eventual das técnicas dependentes de cultivo que avaliam uma parcela muito

pequena dos microrganismos do solo.

5.2.3 CONSIDERAGCOES GERAIS

No trabalho de Rizzo e colaboradores (2010) que usou o mesmo biorreator com
mesmo tipo de solo, concentragao de 6leo e regime de operagdo. Foram alcangados
niveis de degradacdo de dleo cru de aproximadamente 20 e 35% na melhor condicao
testada (incluindo bioestimulo com uréia e adicdo de material estruturante) para o
ensaio em microcosmo e biorreator, respectivamente. Neste trabalho também
observamos uma melhora no processo de biorremediagcdo, porém esta melhora

ocorreu em um aumento da velocidade de remogdo do dleo.

No estudo de Alisi e colaboradores (2009) foi desenvolvida uma técnica de bioaumento
utilizando microrganismos hidrocarbonoclasticos selecionados pela resisténcia a
metais pesados (chumbo, zinco, cobre, niquel, cobalto, cromo e cadmio), e foi obtida
uma eficiéncia de remocao de 100% para varios compostos organicos presentes no
diesel (C12 a C20 e fenantreno). Muito desta capacidade de resisténcia esta associada

a estruturas celulares que anulam a toxidez do metal, seja por imobilizagdo na sua
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superficie da célula ou no meio extracelular através da sintese de moléculas como os

polissacarideos, por exemplo (WANG et al., 2009) .

A compreensdo da interagao dos contaminantes com o ambiente é imprescindivel para
uma boa avaliag¢do risco. Quanto maior o nimero de contaminantes envolvidos, maior
a complexidade dessas interagdes e mais dificil se torna a construgdo da avaliagao de

risco, assim como a aplicagao de um tratamento de descontaminagao.

O petréleo por si s6 ja é formado por um grupo muito grande de substancias que em
sua maior parte sdao toxicas e recalcitrantes no ambiente. O principal tipo sdao as
substancias organicas, porém as substancias inorganicas também estdao presentes,
sendo que os metais pesados sdo as que oferecem maior risco ao ambiente. Esses
metais ndo sdo degradados nem destruidos, se acumulando e ampliando o seu efeito

deletério aos processos biolégicos do ambiente.

No caso de multicontaminagdo por petréleo e metais, as formas fisico-quimicas do
metal sdo diretamente afetadas, o que acarreta na necessidade de remocgdo
primeiramente dos compostos organicos para posterior tratamento de remogdo do

metal.

Ainda hd necessidade do desenvolvimento de estudos ndo sé para o maior
entendimento das interacdes dos contaminantes com o ambiente, mas também o
desenvolvimento de estratégias que minimizem esses efeitos toxicos a atividade
biolégica que é necessaria em sua integral complexidade para a manutengdo do

equilibrio bioldgico no solo.
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6 CONCLUSAO

Unindo todas as informagdes geradas neste trabalho, foi possivel concluir:

* que a umidade foi o fator de maior significancia nos primeiros 30 dias de

tratamento, onde ocorrem os maiores valores de remocao de 6leo;

* que o niquel provocou um atraso na degradacdo dos hidrocarbonetos nos

ensaios em microcosmos, nos primeiros 7 dias de tratamento;

* que as caracteristicas do solo utilizado, assim como sua diversidade microbiana,
foram capazes de favorecer uma rapida adaptabilidade dos microrganismos a
presenca do niquel, atingindo em 30 dias de tratamentos, valores de remocao

similares entre as diferentes concentragdes do metal testadas;

* que as contagens microbioldgicas por métodos dependentes de cultivo, ndo
foram capazes de discriminar os tratamentos tendo os contaminantes usados

como parametro;

* que as analises microbioldgicas independentes de cultivo foram capazes de

discriminar os tratamentos usados.

* que a sobreposicdo dos tratamentos na andlise de PCoA teve relacdo com a

influéncia do 6leo na estrutura da comunidade microbiana;

* que foram obtidos niveis de remogdo de éleo de aproximadamente 30%, tanto
em microcosmo em 15 dias, quanto em biorreator em 7 dias, levando em
consideragdo uma multicontaminagdo de 5% p/p de éleo cru acrescido de 260

mg/kg de niquel;

* que o estudo em microcosmo foi representativo para posterior ampliacdo de

escala, gerando valores de remocao similares.
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7 SUGESTOES

* Avaliar a influéncia da temperatura na operacdo do biorreator;

* Testar com outros metais de interesse que possam estar presentes em sitios

contaminados;

* Desenvolver estratégia para diminui¢ao da toxidez do metal como a aplicagao
de bactérias que produzam substancias poliméricas extracelulares (EPS) e que

poderdo ser usados na adsorcdao do metal e diminuicao de sua toxidez;

65



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

8 REFERENCIAS

ACCIOLY, A.M.A. & SIQUEIRA, J.0. 2000. Contaminacdo quimica e biorremediacdo do
solo. In: NOVAIS, R.F., ALVAREZ, V.H., SCHAEFER, C.E.G.R. (Ed.) Tépicos em ciéncia
do solo. Vigosa: SBCS. 299-352.

ALEF, K. & NANNIPIERI, P. 1995. (Eds.). Methods in applied soil microbiology and
biochemistry. San Diego: Academic. 101- 102.

ALEXANDER, M. 1994. Biodegradation and bioremediation. (San Diego, Academic Press

Inc).

ALEXANDER M. 1999. Biodegradation and bioremediation. 2nd edn. London: Academic

Press.

ALISI, C., MUSELLA, R, TASSO, F, UBALDI, C., MANZO, S., CREMISINI, C. & SPROCATI, A.
R. 2009. Bioremediation of diesel oil in a co-contaminated soil by bioaugmentation
with a microbial formula tailored with native strains selected for heavy metals

resistance.Science of the Total Environment. 407: 3024-3032.

AL-SALEH, E. & OBUEKWE, C. 2005. Inhibition of hydrocarbon bioremediation by lead
in a crude oil-contaminated soil. U.S. Patent 1. International Biodeterioration &

Biodegradation 56:1-7.

AMOR, L.;KENNES, C. & VEIGA, M.C. 2001. Kinetics of inhibition in the biodegradation
of monoaromatic hydrocarbons in presence of heavy metals. Bioresource

Technology, v. 78, p.181-185.

AN, H.R., MAINELIS, G., & WHITE, L. 2006. Development and calibration of real-time
PCR for quantification of airborne microorganisms in air samples. Atmospheric

Environment 40: 7924-7939.

66



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

ATLAS, R. M. 1991. Microbial hydrocarbon degradation - bioremediation of oil-spills.
Journal of Chemical Technology and Biotechnology. 52:149-156.

BALIEIRO, F.C., CHAER, G.M., REIS, L.L., FRANCO, N.O. & FRANCO, A.A. 2005. Qualidade
do solo em areas degradadas. XXX Congresso Brasileiro de Ciéncias do Solo.

Trabalho completo em anais de congresso. Recife — PE.

BEIJERINCK, M. 1913. De infusies en de ontdekking der bacterien, jaarboek van de

koninkijke akademie v. Wetenschappen. (Amsterdam, Muller).

BOON, N., WINDT, W., VERSTRAETE, W. & TOP, E.M. 2002. Evaluation of nested PCR-
DGGE (desnaturing gradient gel eletrophoresis) with group-specific 16S rRNA
primers for the analysis of bacterial communities from different waste-water

treatment plants. FEMS Microbiol. Ecol. 39:101-12.

BUCKLEY, D. H., HUANGYUTITHAM, V., NELSON, T. A., RUMBERGER, A. & THIES, J. E.
2006. Diversity of planctomycetes in soil in relation to soil history and
environmental heterogeneity Applied and Environmental Microbiology, 72:4522-

4531.

CETESB. Manual de gerenciamento de aguas contaminadas, se¢cao 6530. Disponivel
em:
<http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/anexos/download/6530.

pdf > Acesso em 29 de jun.2010.

CHANDER, K. & BROOKES, P.C. 1991. Is the hydrogenase assay invalid as a method to
estimate microbial activity in copper-contaminated soils. Soil Biology and

Biochemistry 23, 909-915.

CHO, J. C. & TIEDIJE, J. M. 2000. Biogeography and degree of endemicity of fluorescent
pseudomonas strains in soil. Applied and Environmental Microbiology, 66:5448-

5456.

67



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

CLARKE, K.R. 1993. Nonparametric Multivariate Analyses of Changes in Community

Structure. Australian Journal of Ecology 18: 117-143.

COLEMAN, D.C., DIGHTON, J., RITZ, K. & GILLER, K.E. 1994. Perspectives on the
compositional and functional analysis of soil communities. In: RITZ, K., DIGHTON,

J., GILLER,K.E. (Eds), Beyond the biomass. Wiley-Sayce, New York, 261-271.

CONAMA. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolucdo N° 420, de 28 de
dezembro de 2009.

CORREA, O.L.S. 2003. Petréleo: nocdes sobre exploracdo, perfuracdo, producdo e

microbiologia. Rio de janeiro: Ed. Interciéncia.
COYNE, M.S. 1999. Soil microbiology — exploratory approach. London: Delman.

CRUMP, B. C., ADAMS, H. E., HOBBIE, J. E. & KLING, G. W. 2007. Biogeography of
bacterioplankton in lakes and streams of an arctic tundra catchment. Ecology,

88:1365-1378.

CRUMP, B. C., HOPKINSON, C. S., SOGIN, M. L. & HOBBIE, J. E. 2004. Microbial
biogeography along an estuarine salinity gradient: Combined influences of
bacterial growth and residence time. Applied and Environmental Microbiology,

70:1494-1505.

CUNHA, C.D. 2004. Avaliagao de diferentes tecnologias de biorremediagao de agua
subterranea contaminada com gasolina e analise molecular da comunidade
bacteriana presente. 176p. Tese (Doutorado) — Escola de Quimica, Universidade

Federal do Rio de Janeiro (Brasil).

CUNHA, C. D. & LEITE, S. G. F. 2000. Gasoline biodegradation in different soil

microcosms. Brazilian Journal of Microbiology, 31:45-49.

CURTISS, T.P., SLOAN, W.T. & SCANNELL, J.W. 2002. Estimating prokaryotic diversity
and its limits. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 (16): 10234-36.

68



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

DA SILVA, K.R.A., SALLES, J.F., SELDIN, L. & VAN ELSAS, J.D. 2003. Application of a novel
Paenibacillus- specific PCR-DGGE method and sequence analysis to assess the
diversity of Paenibacillus spp. in the maize rhizosphere. J. Microbiol. Methods.

54:213-31.

DERMONT, G., BERGERON,M., MERCIER, G. & RICHER-LAFLECHE, M. 2008. Metal-
contaminated soils: remediation practices and treatment tecnologies. Pratice
periodical of hazardous, toxic, and radioactive waste management, v.12, p.188-

209.

DOBLER, R., SANER, M. & BACHOFEN, R. 2000. Population changes of soil microbial
communities induced by hidrocarbon and heavy metal contamination.

Bioremediation Journal, v.4, p.41-56.

ESCHER, B., BEHRA, R. EGGEN, R. & FENT, K. 1997. Molecular mechanisms in
ecotoxicology: an interplay between environmental chemistry and biology. Chinia

51, 477-488.

EVANS, F.F., SELDIN, L., SEBASTIAN, G.V., KJELLEBERG, S., HOLMSTRON, C. &
ROSANDO, A.S. 2004. Influence of petroleum contamination and bioestimulation
treatment on the diversity of Pseudomonas spp., in soil microcosms as evaluated

by 16S rRna based PCR and DGGE. Letters in Applied Microbiology, 38: 93-98,.

FRANCO, N.O., CARMO, F.L.,, PEIXOTO, R.S. & ROSADO, A.S. 2006. Métodos
moleculares para analise de comunidades microbianas em ambientes aquaticos: .

Extracdo de DNA. Boletim da Sociedade Brasileira de Limnologia. 35(1): 4-9.

FRANCO, N.O., CUNHA, C.D. & ROSADO, A.S. 2006. Métodos moleculares para analise
de comunidades microbianas em ambientes aquaticos: II.DGGE. Boletim da

Sociedade Brasileira de Limnologia. 35(3): 67-71.

69



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

FRANCO, N.O., TAKETANI, R.G. & ROSADO, A.S. 2006. Métodos moleculares para
andlise de comunidades microbianas em ambientes aquaticos: 1.PCR. Boletim da

Sociedade Brasileira de Limnologia. 35(2): 56-59.

FURUKAWA, K., NODA, N., TSUNEDA, S., SAITO, T., ITAYAMA, T. & INAMORI, Y. 2006.
Highly sensitive real-time PCR assay for quantification of toxic cyanobacteria based
on microcystin synthetase a gene. Journal of Bioscience and Bioengineering 102:

90-96.

GADD, G.M. & WHITE, C 1993. Microbial treatment of metal pollution — a working
biotechnology? TIBTECH, 11: 353-359.

GALVEZ-CLOUTIER, R. & DUBE, J. S. 2002. “Impact of residual NAPL on water flow and
heavy metal transfer in a multimodal grain size soil under saturation conditions:
Implications for contaminant mobility.” ASTM Special Technical Publication, West

Conshohocken, Pa. 126-137.

GARBEVA, P., VAN VEEN, J. A. & VAN ELSAS, J. D. 2003. Assessment of the diversity,
and antagonism towards Rhizoctonia solani AG3, of Pseudomonas species in soil

from different agricultural regimes. FEMS Microbiology Ecology 47(1):51-64.

GARBEVA, P, VAN VENN, J.A. & VAN ELSAS, J.D. 2004. Microbial diversity in soil:
selection of microbial populations by plant and soil type and implications for

disease suppres- siveness. Annu Rev Phytopatol 42:243-270.

GELSOMINO, A, KEIJZER-WOLTERS, A., CACCO, G. & VAN ELSAS, J.D. 1999. Assessment
of bacterial community structure in soil by polymerase chain reaction and

denaturing gradient gel eletrophoresis. J. Microbiol. Methods. 38:1-15.

GOMES, N.C.M., BORGES, L.R., PARANHOS R., PINTO, F.N., MENDONGCA-HAGLER, L.C.S.
& SMALLA, K. 2008. Exploring the diversity of bacterial communities in sediments

of urban mangrove forests. FEMS Microbiology Ecology. 66(1):96 — 109.

70



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

GOMES, N.C.M., HEUER, H., SCHONFELD, J., COSTA, R., MENDONCA-HAGLER, L. &
SMALLA, K. 2001. Bacterial diversity of the rhizosphere of maize (Zea mays) grown
in tropical soil studied by temperature gradient gel eletrophoresis. Plant Soil

232:167-80.

GYAMFI, S., PFEIFER, U., STIERSCHNEIDER, M. & SESSITCH, A. 2002. Effects of
transgenic glucosinate- tolerant oilseed rape (Brassica napus) and the associated
herbicide application on eubacterial and Pseudomonas communities in the

rhizosphere. FEMS Microbiol. Ecol. 41:181- 90.

HAMMER, @., HARPER, D.A.T. & RYAN, P.D. 2001. Paleontological Statistics Software

Package for Education and Data Analysis. Palaeontologia Electronica 4: 9.

HEAD, L.M., SAUNDERS, J.R. & PICKUP, R.W. 1998. Microbial evolution, diversity, and
ecology: a decade of ribosomal RNA analysis of uncultivated microorganisms.

Microbial ecology. 35: 1-21.

HENCKEL, T., FRIEDRICH, M. & CONRAD, R. 1999. Molecular analyses of the methane-
oxidizing microbial community in rice field soil by targeting the genes of the 16S
rRNA, particulate methane monooxigenase, and methanol dehydrogenase. Appl.

Environ. Microbiol. 65:1980- 90.

HEUER, H. KRSEK, M., BAKER, P., SMALLA, K. & WELLINGTON, E.M.H. 1997. Analysis of
actinomycete communities by specific amplification of gene encoding 16S rDNA
and gel-eletrophoretic separation in denaturing gradient. Appl. Environ. Microbiol.

63:3233-41.

HILL, E. C. 1984. Biodegradation of petroleum products. in: Atlas, R. M. Petroleum
microbiology. (McMillan Publishing Co, New York) 579-612.

HOOPER, D. U., CHAPIN, F. S., EWEL, J. J., HECTOR, A., INCHAUSTI, P., LAVOREL, S.,
LAWTON, J. H., LODGE, M D., LOREAU, M., NAEEM, S., SCHMID, B., SETALA, H.,
SYMSTAD, A. J., VANDERMEER, J. & WARDLE, D. A. 2005. Effects of biodiversity on

71



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

ecosystem functioning: a consensus of current knowledge. Ecological

Monographs. 75(1):3-35.

IRHA N., SLET, J. & PETERSELL, V.. 2003. Effect of heavy metals and PAH on soil
assessed via dehydrogenase assay. U.S. Patent 8. Environment international

28:779-82.

JACKSON, L.E., CALDERON, F.J., STEENWERTH, K.L., SCOW, K.M. & ROLSTON, D.E. 2003.
Response of soil microbial processes and community structure to tillage events

and implications for soil quality. Geoderma, 114: 305-317.

JANSSEN, P.H., YATES, P.S., GRINTON, B.E., TAYLOR, P.M. & SAIT, M. 2002. Improved
Culturability of soil bacteria and isolation in pure culture of novel members of the
divisions Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria and Verrucomicrobia. Appl.

Environ. Microbiol. 68: 2391-96.

KELLY, J.J. & TATE, R.L., 1998. Use of BIOLOG for the analysis of microbial communities

from zinc contaminated soils. Journal of Environmental Quality 27, 600-608.

KELLY, J.J., HAGGBLOM, M. & TATE, R.L. 1999. Effects of the land application of sewage
sludge on soil heavy metal concentrations and soil microbial communities. Soil

Biology and Biochemistry 31, 1467-1470.

KENNEDY A.C. & SMITH K.L. 1995. Soil microbial diversity and the sustainability of

agricultural soils. Plant and soil, 170: 75-86.

KNOX, E.G. & GILMAN, E.A. 1997. Hazard proximities of childhood cancers in Great
Britain from 1953—80. Journal of Epidemiology Community. H. 51, 151-159.

KORDA, A., SANTAS, P., TENENTE, A. & SANTAS, R. 1997. Petroleum hydrocarbon
bioremediation: Sampling and analytical techniques, in situ treatments and
commercial microorganisms currently used. Applied Microbiology and

Biotechnology. 48:677-686.

72



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

KOVALICK, W. 1991. Perspectives on risks of soil pollution and experience with
innovative remediation technologies strategies 2000. Proc. World. Congr. Chem.

Eng 4th. 282-295.

KOWALCHUK, G. A., NAOUMENKO, Z. S., DERIKZ, P. J. L., FEL- SKE, A., STEPHEN, J. R., &
ARKHIPCHENKO 1999. Molecular analysis of ammonia-oxidizing bacteria of the B
subdivision of the class Proteobacteria in compost and composted materials. Appl.

Environ. Microbial., 65, 396-403.

KOZDROJ, J. & VAN ELSAS, J.D. 2001. Structural diversity of microorganisms in
chemically perturbed soil assessed by molecular and cytochemical approaches.

Journal of Microbiological Methods. 43: 197-212.

LOVELL, C.R., FRIEZ, M.J., LONGSHORE, J.W. & BAGWELL, C.E. 2001. Recovery and
phylogenetic analysis of nif sequences from diazotrophic bacteria associated with
dead aboveground biomass of Spartina alterniflora. Appl. Environ. Microbiol.

67:5308-14.

LIU, W.T., MARSH, T.L., CHENG, H. & FORNEY, L.J. 1997. Characterization of microbial
diversity by terminal restriction fragment length polymorphism of genes encoding

16S rRNA. Appl. Environ. Microbiol. 63: 4516-22.

MAILA M., & CLOETE, T. 2005. The use of biological activities to monitor the removal of
fuel contaminants—perspective for monitoring hydrocarbon contamination: a

review. U.S. Patent 1. International Biodeterioration & Biodegradation 55:1-8.

MALISZEWSKA-KORDYBACH B. & SMRECZAK, B.. 2003. Habitat function of agricultural
soils as affected by heavy metals and polycyclic aromatic hydrocarbons

contamination. U.S. Patent 8. Environment international 28:719-28.

MARTINY, J. B. H.,, BOHANNAN, B. J. M., BROWN, J. H., COLWELL, R. K., FUHRMAN, J.
A., GREEN, J. L., HORNER-DEVINE, M. C., KANE, M., KRUMINS, J. A., KUSKE, C. R,,
MORIN, P. J., NAEEM, S., OVREAS, L., REYSENBACH, A. L., SMITH, V. H. & STALEY, J.

73



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

T. 2006. Microbial biogeography: Putting microorganisms on the map. Nature

Reviews Microbiology, 4:102-112.

MASSOL-DEYA, A.A., ODELSON, D.A., HICKEY, R.F. & TIEDJE, J.M. 1995. Bacterial
community fingerprinting of amplified 16S and 16-23S ribosomal RNA gene
sequences and restriction endonuclease analysis (ARDRA). In: Molecular Microbial
Ecology Manual. AKKERMANS, A.D.L., VAN ELSAS,J.D., DE BRUIN, F.J. Dordrecht:

Kluwer.

McCAIG, A.E., GLOVER, L.A. & PROSSER, J.J. 2001. Numerical analysis of grassland
bacterial community structure under different land management regimens by
using 16S ribosomal DNA sequence data and denaturing gradient gel

eletrophoresis banding patterns. Appl. Environ. Microbiol. 67: 4554-59.

MOREIRA, F.M.S. & SIQUEIRA, J.0. 2002. Microbiologia e bioguimica do solo. Editora:
UFLA. Lavras.

MUHLING, M., WOOLVEN-ALLEN, J., MURRELL, J.C. & JOINT, I. 2008. Improved group-
specific PCR primers for denaturing gradient gel electrophoresis analysis of the

genetic diversity of complex microbial communities. ISME J 2: 379-392.

MULLIGAN, C.N. 2005. Environmental applications for biosurfactants. Environmental

Pollution. 133:183-198.

MUYZER, G., de WAAL, E.C. & UITERLINDEN, A.G. 1993. Profiling of complex microbial
populations by denaturing gradient gel eletrphoresis analysis of polimerase chain
reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Appl. Environ. Microbiol. 59: 695-
700.

MUYZER, G. & SMALLA, K. 1998. Application of denaturing gradient gel eletrophoresis
(DGGE) and temperature gradient gel eletrophoresis (TGGE) in microbial ecology.
Antonie Van Leeuwenhoek. 73: 127-41.

74



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

NADAL, M., SCHUHMACHER, M. & DOMINGO, J.L. 2007. Levels of metal, PCBs, PCNs
and PAHs in soil of a highly industrialized chemical/petrochemical area: Temporal

trend. Chemosphere, v.66, p.267-276.

NASCIMENTO, A.R., ARARUNA, J. & ZIOLLI, R.L. 2003. Otimizagao e avaliagao do
desempenho de um método de determinacdo de TPH (Total Petroleum
Hydrocarbons) em areia por detec¢do no infravermelho. In: METROLOGIA-2003-
Metrologia para a Vida. Sociedade Brasileira de Metrologia (SBM). Recife.

Pernambuco.

NORIYUKI, 1., SUNAIRI, M., URAI, M., ITOH, C., ANZAI, H. M. & NAKAJIMA, S. 2002.
Harayama, Extracellular polysaccharides of Rhodococcus rhodochrous S-2
stimulate the degradation of components in crude oil by indigenous marine

bacteria, Applied Environmental Microbiology. 68:2337-2343.

OBLINGER, J.L. & KOBURGER, J.A. 1975. "Understanding and Teaching the Most
Probable Number Technique." J. Milk Food Technol. 38(9), 540-545.

OLINE, D. K. 2006. Phylogenetic comparisons of bacterial communities from serpentine

and nonserpentine soils. Applied and Environmental Microbiology, 72:6965-6971.

POMMIER, T., CANBACK, B., RIEMANN, L., BOSTROM, K. H., SIMU, K., LUNDBERG, P.,
TUNLID, A. & HAGSTROM, A. 2007. Global patterns of diversity and community

structure in marine bacterioplankton. Molecular Ecology, 16:867-880.

POPP, N., SCHLOMANN, M. & MAU, M. 2006. Bacterial diversity in the active stage of a
bioremediation system for mineral oil hydrocarbon-contaminated soils.

Microbiology 152:3291-3304.

POWELL, S.M., FERGUSON, S.H., BOWMAN, J.P., & SNAPE, I. 2006. Using real-time PCR
to assess changes in the hydrocarbon-degrading microbial community in Antarctic

soil during bioremediation. Microbial Ecology 52: 523-532.

75



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

RANJARD, L., POLY, F., LATA, J.C.,, MOUGEL, C., THIOULOUSE, J. & NAZARET, S. 2001.
Characterization of bacterial and fungal soil communities by automated ribosomal
intergenic spacer analysis fingerprinting: biological and methodological variability.

Appl. Environ. Microbiol. 67:4479-87.

RIZZO, A.C.L. 2008. Desenvolvimento de biorreator ndao convencional para o
tratamento de solos contaminados por petréleo. 188p. Tese (Doutorado) — Escola

de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brasil).

RIZZO, A.C.L., SANTOS, R.M., SANTOS R.L.C., SORIANO, A.U., CUNHA, C.D., ROSADO,
AS., SOBRAL, L.G.S. & LEITE, S.G.F. 2010. Petroleum-contaminated soil
remediation in a new solid phase bioreactor. Journal of Chemical Technology &

Biotechnology. In press.

RON, E.Z. 2000. Microbial life on petroleum. In Journey to Diverse Microbial Worlds.
Edited by Seckback J. The Netherlands: Kluwer Academic Publishers; 303-305.

RON, E. & ROSENBERG, E.. 2002. Biosurfactants and oil bioremediation. U.S. Patent 3.

Current opinion in biotechnology. Elsevier 13:249-252.

ROSADO A.S., DUARTE G.F., SELDIN L. & van ELSAS J.D. 1997. Molecular microbial

ecology: a minireview. Revista de Microbiologia 28: 135-147.

SAMBROOK, J. & RUSSELL, D.W. 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Third

Edition). New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

SCHMALENBERGER, A & TEBBE, C.C. 2002. Bacterial community composition in the
rhizosphere of transgenic, herbicide-resistant maize (Zea mays) and comparison to

its non-transgenic cultivar Bosphore. FEMS Microbiol. Ecol. 40: 29-37.

SHEN G., LU, Y., ZHOU, Q. & HONG, J. 2005. Interaction of polycyclic aromatic
hydrocarbons and heavy metals on soil enzyme. U.S. Patent 8. Chemosphere

61:1175-82.

76



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

SINGH, P. & CAMEOTRA, S.S. 2004. Biochemical and biophysical research

communications. 319: 291-297.

STOCK, N.E. & EGGLETON, P. 1992. Invertebrates as determinants and indicators of soil

quality. American Journal of Alternative Agriculture. 7: 38-47.

TIEDJE, J.M., CHO, J.C., MURRAY, A., TREVES, D., XIA, B. & ZHOU, J. 2001. Soil teeming
with life: new frontiers from soil science. In Sustainable Management of Soil
Organic Matter, ed. Rees, R.M., Ball, B., Watson, C., Campbell, pp. 393-412.
Wallingford, UK: CAB Int.

TELHADO, M.C.S.C.L. 2009. Avaliagao da biodisponibilidade de contaminante organico
em solo. 124p. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Quimica, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (Brasil).

TESTA, S.M. 1997. The reuse and recycling of contaminated soil. Boca Raton (FL):

Lewis.

TODD, R.S., ANDREA, M.C. & MAIER, R.M. 2000. A rhamnolipid biosurfactant reduces
cadmium toxicity during naphthalene biodegradation, Applied Environmental

Microbiology. 66:4585-4588.

TRINDADE, P.V.0. Avaliacdo das técnicas de bioaumentacdo e bioestimulacao
noprocesso de biorremediacdo de solo contaminado por hidrocarbonetos de
petrdleo. Dissertacdo de mestrado. Rio de Janeiro, UFRJ/Escola de Quimica, 2002.

127p.

URURAHY, A.F.P. Biodegradacdo de residuo oleoso proveniente de refinaria de
petrdleo, 344p, 1998. Tese DSc., Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de

Quimica, Rio de Janeiro, Brasil,1998.

USEPA. 1996 . “Cleaning up the nation’s waste sites: Markets and technology trends,
1996 Ed.” EPA 542-R-96-005, Office of Solid Waste and Emergency Response,

77



N. F. TAKETANI REFERENCIAS

Washington, D.C.

USEPA 2004. “Cleaning up the nation’s waste sites: Markets and technology trends,
4th Ed.” EPA 542-R-04-015, Office of Solid Waste and Emergency Response,
Washington, D.C.

VAN ELSAS, J.D., DUARTE, G.E., ROSADO, A.S. & SMALLA, K. 1998. Microbiological and
molecular methods for monitoring microbial inoculants and their effects in the

environment. Journal of Microbiological Methods. 32: 133-154.

VAN ELSAS, J.D. & SMALLA, K. 1997. Methods for sampling soil microbes. In: HHURST,
C.J., KNUDSEN, G.R., MCINERNEY, M.J., STETZENBACH, L.D. & WALTER, M.V. (Eds),

Manual of environmental microbiology. ASM Press, Washington, D.C.. 383-391.

VAN HAMME, J.D., SINGH, A. & WARD, O.P. 2003. Recent advances in petroleum

microbiology. Microbiol Molecul Biol Rev. 67:503-49.

WANG X., ZHAO, C., ZHAO, P., DOU, P., DING, Y. & XU, P. 2009. Gellan gel beads
containing magnetic nanoparticles: an effective biosorbent for the removal of
heavy metals from aqueous system. U.S. Patent 7. Bioresource technology.

Elsevier Ltd 100:2301-4.

WATANABE, K. & HAMAMURA, N. 2003. Molecular and physiological approaches to
understanding the ecology of pollutant degradation. Current Opinion in

Biotechnology, 14:289-295.

ZHANG, T. & FANG, H. H. P. 2006. Applications of real-time polymerase chain reaction
for quantification of microorganisms in environmental samples. Applied

Microbiology and Biotechnology, v.70, n.3, Apr, p.281-289.

78



