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Resumo

O petréleo é um produto de grande importancia social e econdmica,
relacionada ao elevado consumo de seus derivados. Seus derivados sao
constituidos por um complexo de hidrocarbonetos, compostos poluentes
gue sao causadores de severos impactos sobre o meio ambiente aquatico
e terrestre. Ao longo dos anos inimeras técnicas foram desenvolvidas a
fim de mitigar os efeitos negativos ocasionados aos ecossistemas
afetados. Com o avanco da biotecnologia, a técnica de biorremediagéo
tem se mostrado promissora, e indmeros estudos tem avancado tanto nas
pesquisas de consorcios capazes de degradar o maior numero de
substancias nocivas, como também, na exploracdo de ferramentas que
possam elevar a eficiéncia da acdo dos microrganismos, como a
imobilizacdo. O emprego de suportes organicos para imobilizacdo por
adsorcdo natural € considerado de facil execucdo, além de uma
alternativa econdmica e sustentavel. O presente trabalho tem como
objetivo avaliar a eficiéncia de degradacdo na forma imobilizada do
consorcio bacteriano A3 constituido por Acinetobacter seifertii,
Achromobacter xylosoxidans e Pseudomonas (nova espécie), coletada do
Porto do Ceasa, Rio Negro, Manaus-AM. A avaliagdo da capacidade de
degradacédo de hidrocarbonetos foi realizada fornecendo 6leo diesel como
Unica fonte de carbono apoés 7 dias de cultivo a 30 °C. A imobilizag&o foi
realizada em suporte sintético de espuma de poliuretano e em suporte
lignoceluldsicos de casca de cupuacu e bucha vegetal. Foi evidenciado, a
partir da imobilizagdo em bucha vegetal, uma melhora na eficiéncia da
capacidade degradadora pelo consércio bacteriano A3 em 91,8 %,
gerando uma importante ferramenta no combate aos danos ocasionados

por derramamentos de petrdleo e derivados na regido amazonica.

Palavras-chave: consorcio microbiano; degradacdo de diesel;

biorremediacéo; xenobiotico; poluicdo; meio ambiente.



Abstract

Oil is a product of great social and economic importance, related to the
high consumption of its derivatives. Its derivatives are made up of a
complex of hydrocarbons, polluting compounds that cause severe impacts
on the aquatic and terrestrial environment. Over the years numerous
techniques have been developed in order to mitigate the negative effects
caused to the affected ecosystems. With the advancement of
biotechnology, the bioremediation technique has shown promise, and
numerous studies have advanced both in the research of consortia
capable of degrading the largest number of harmful substances, as well
as in the exploration of tools that can increase the efficiency of the action
of microorganisms, such as immobilization. The use of organic supports
for immobilization by natural adsorption is considered easy to perform, as
well as an economical and sustainable alternative. The present work aims
to evaluate the degradation efficiency in the immobilized form of the
bacterial consortium A3 consisting of Acinetobacter seifertii,
Achromobacter xylosoxidans and Pseudomonas (new species), collected
from Porto do Ceasa, Rio Negro, Manaus-AM. The evaluation of the
degradation capacity of hydrocarbons was carried out providing diesel oll
as the only source of carbon after 7 days of cultivation at 30 °C.
Immobilization was performed in synthetic polyurethane foam support and
in lignocellulosic support of cupuacu bark and vegetable loofah. It was
evidenced, from the immobilization in vegetable bushing, an improvement
in the efficiency of the degrading capacity by the bacterial consortium A3
in 91.8%, generating an important tool in the fight against the damages

caused by oil spills and derivatives in the Amazon region.

Keywords: microbial consortium; diesel degradation; bioremediation.



1. INTRODUCAO

A crescente exploracao, producao e consumo dos derivados de petroleo
esta profundamente relacionada com o desenvolvimento do setor energético e,
consequentemente, com a expansao da economia mundial (BARRETO, 2018).
Ao longo dos anos o setor petrolifero se apresentou como um estimulante
dispositivo de manipulacdo de intensas disputas econdmicas e interesses
politicos. Nesse panorama, € observada uma significativa dependéncia mundial
em relacdo a esta commodity, gerando uma renda anual em torno de US$ 3,3
trilndes levando-se em consideracdo a industria de petroleo e gas natural
(DELLA-FLORA et al., 2020).

A crescente demanda de diversos setores pelo petroleo e seus produtos
0 tornou um dos principais precursores dos severos impactos globais incidentes
sobre o0s recursos ambientais, como ecossistemas aquaticos e terrestres (Della-
Flora et al., 2020). As fontes de contaminacdo de derramamentos ocorrem
justamente durante as etapas que compreendem a extracao e acdes rotineiras
da cadeia produtiva, principalmente no armazenamento, transporte e distribuicdo
(ALMEIDA-VAL, 2011; DURVAL, 2017).

Os incontaveis casos de derramamento de petréleo em todo o mundo
resultaram, nos ultimos anos, em milhares de toneladas de petroleo depositados
em ambientes aquaticos. A dispersdo dessa contaminacao, influenciada pela
dindmica ambiental dos ventos e das marés, eleva a dimensdo dos efeitos
fisicos, quimicos e biol6gicos sobre o local do acidente e dos sistemas
adjacentes (FARIA, 2019).

O petréleo é basicamente formado por uma combinacdo complexa de
compostos, predominando moléculas de hidrocarbonetos hidrofébicos, que
guando derramados nas aguas resultam na formacéo de uma camada superficial
prejudicial a troca de gases e de luz, vitais para a comunidade de fitoplanctons
e para a manutencdo da cadeia alimentar. A parte mais hidrofilica pode se
alastrar rapidamente, ocasionando a migracao de substancias altamente toxicas
para aguas subterrdneas. Além disso, as fragbes mais leves podem
precipitadamente evaporar e as mais pesadas podem aderir a materiais
suspensos e a contaminacdo pode alcancar sedimentos mais profundos
(DURVAL, 2017; GONZALEZ et al., 2009).



A presenca de uma area de exploracdo de petréleo no interior da floresta
amazonica, Provincia Petrolifera de Urucu no municipio de Coari-Manaus, e 0s
possiveis acidentes ambientais envolvendo derramamento de hidrocarbonetos
coloca em risco a biodiversidade animal, vegetal e microbiolégica da regido
(ALMEIDA-VAL, 2011; BORDALO, 2012; SAFDARI et al., 2018). Além disso, é
imprescindivel ressaltar as alteracdes hidrolégicas, biologicas e ecoldgicas
resultando em impactos socioeconbmicos relevantes e a saude das
comunidades que vivem naquele local (SEBASTIAN e HURTIG et al., 2005).



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Petrdleo

O petroleo € definido pela Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) como um
material féssil encontrado sob a superficie terrestre que apresenta grande
concentracdo de hidrocarbonetos, elevado valor energético, caracteristica
oleosa, propriedade inflamavel, cheiro particular e coloracao que pode variar de
incolor até o preto (ANP, 2020; SILVA, 2018).

O uso do petroleo é datado desde os primordios da civilizagdo, obtido a
partir de pogos mais superficiais. A principio foi empregado pelos egipcios como
um dos componentes para embalsamar corpos e pelos pré-colombianos na
pavimentacdo de estradas, entre outras aplicagcdes como betume, iluminacao,
lubrificante, impermeabilizante, fins bélicos, etc. Uma longa estrada foi percorrida
desde a descoberta dos campos com pocos até a producdo dos diversos
derivados produzidos atualmente (THOMAS, 2001; COSTA, 2012; VILAR et al.,
2018).

Atualmente, a industria petrolifera est4 dividida em trés segmentos
principais: upstream, middlestream e downstream. O upstream, também referido
como segmento de exploracdo e producdo (E&P), compreende a fase de
prospeccdo do petréleo, incluindo as etapas de perfuracéo, recuperacdo de
pocos, desenvolvimento e producdo de petrdleo e gas natural. O middlestream
é relacionado ao transporte de 6leo e o seu refino. Por fim, o downstream envolve
o transporte de produtos derivados do petréleo até o consumidor final (COSTA,
2012).

A exploracdo do petréleo, relacionada ao primeiro segmento, pode ser
realizada por meio de dois sistemas distintos: onshore e offshore. O sistema
onshore € definido como o tipo de exploracao realizado em campos terrestres,
gue neste momento, se encontram em fase de declinio produtivo natural. O
sistema offshore € aquele que a exploracdo ocorre no mar, onde grandes
reservas foram descobertas, desde campos em &guas rasas até aguas
ultraprofundas (VILAR et al., 2018; BNDES, 2019).

Em estado natural, logo apés sua extracao, o petréleo é denominado 6leo
cru ou bruto e é constituido por uma vasta mistura de substancias organicas, em
sua maioria hidrocarbonetos. Além disso, apresenta arranjos de compostos

sulfurados, nitrogenados, oxigenados e constituintes metalicos como niquel e
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vanadio (RODRIGUES, 2018; SILVA, 2018). Na Tabela 1 esta disposta a
composicado elementar do petroleo.

Tabela 1: Composi¢éo elementar do petroleo.

Elemento Porcentagem em massa (%)
Carbono 83 -87
Hidrogénio 11-14
Enxofre 0,06 -8
Nitrogénio 0,1-1,7
Oxigénio 0,1-2
Metais <0,3

Adaptado de SPEIGHT, 2002; RIAZI, 2005.

Figura 1: Principais grupos de hidrocarbonetos contidos no petrdleo. Adaptado
de MCGENITY, 2014; ZILIO e PINTO, 2002; ASHOORI et al., 2017 e
KINGSTON, 2002.

Diversos aspectos podem afetar a composi¢cdo geral do petroleo, tais

como formacdo, idade e profundidade, produzindo oleos com diferentes

o



propriedades fisico-quimicas. Os compostos do petréleo podem ser classificados
como hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromaticos, resinas e
asfaltenos (FARIA, 2019). Na Figura 1 estdo destacados os principais grupos de
hidrocarbonetos presentes no petréleo.

As principais fracdes obtidas a partir do 6leo cru sédo: gas de petréleo, gas
liquefeito de petréleo (GLP), nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel, Oleo
lubrificante, 6leo combustivel e residuos tais como coque, asfalto, alcatrao, breu,
ceras e outros (ANP, 2017).

2.1.1. Oleo diesel

O Oleo diesel € um dos combustiveis derivados de petrdleo mais
comercializados no mercado brasileiro, sendo empregado em veiculos de
grande porte, em embarcacdes, na industria, em termoelétricas, nas maquinas
agricolas, entre outros. As demandas estimadas para o 6leo diesel entre os anos
de 2012 e 2035 séao superiores a 5 milhdes de barris/dia (RAMADASS et al.,
2017). O diesel € constituido pela mistura de gaséleos, querosene e nafta,
apresentando em sua composi¢ao hidrocarbonetos de 13 a 18 carbonos e
fracOes de nitrogénio, enxofre e oxigénio em concentracdes menores (ANP,
2018). O diesel é classificado de acordo com a Resolucdo ANP n°. 65/2011
(BRASIL, 2011), da seguinte forma:

a) Oleo diesel tipo A: combustivel produzido por processos de refino de
petréleo, centrais de matérias-primas petroquimicas ou autorizado, sem
adicao de biodiesel;

b) Oleo diesel B: 6leo diesel A adicionado de biodiesel no teor estabelecido
pela legislacéo vigente.

| - Oleo diesel A S10 e B S10: com teor de até 10 mg/kg de enxofre;

Il - Oleo diesel A S50 e B S50: com teor de até 50 mg/kg de enxofre;

Il - Oleo diesel A S500 e B S500: com teor de até 500 mg/kg de enxofre;

IV - Oleo diesel A S1800 e B S1800: com teor de até 1800 mg/kg de enxofre;
Estima-se que a quantidade de diesel derramada nos ecossistemas

terrestres e aquaticos esteja entre 1,7 a 8,8 milhdes de ton/ano (IMRON et al.,
2019; TITAH et al.,, 2018). Os elevados indices desses acidentes sao
extremamente preocupantes, visto que, no diesel ha a presenca de compostos,

tais como, enxofre, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) e compostos
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de hidrocarbonetos monoaromaticos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno (BTEX), altamente nocivos a saude e ao meio ambiente e de dificil
mitigagédo (ANJOS, 2012).

2.1.2 Importancia econémica do Petrdleo no Mundo e no Brasil

Desde a antiguidade o petréleo ja era bastante empregado de formas
rudimentares, porém, foi apenas no século XIX que ele passou a ter interesse
econdmico. Com o passar dos anos, o0 petréleo tornou-se o principal ator de
diversas crises econbmicas e tensdes entre varios paises no planeta. Além
disso, na induastria petrolifera, evidenciou-se grande avang¢o tecnoldgico,
culminando na reducdo de custos no segmento upstream (THOMAS, 2001;
SOUZA, 2006; SIMOES, 2006). Atualmente, o petroleo ainda € a principal fonte
energética, sendo imprescindivel e inerente na producdo de diversos setores
industriais em todo o mundo, tais como, o automotivo, o aeronautico, o quimico,
0 de materiais sintéticos, o de adubos, entre outros (MARTINS, 2008).

No Brasil, a busca por petréleo teve sua origem no ano de 1864 na época
do Império. Porém, apenas em 1939 foi realizada a descoberta da primeira
jazida de petréleo em Salvador (BA), incentivando o inicio da exploracdo de
petréleo de campos comerciais no pais (LUSTOSA, 2002; MOREIRA, 2018).
Todos esses acontecimentos culminaram na criacdo da Petréleo Brasileiro S.A.
(Petrobras) com a instauracdo da Lei n® 2.004/1953, a qual estabelecia o
monopolio estatal de pesquisa, refino e transporte do petréleo.

A partir do ano de 2005, com o desenvolvimento da tecnologia de extracéo
de d6leo, foi possivel encontrar no pré-sal volumes significativos de petréleo e gas
natural, elevando a producdo nacional a niUmeros exorbitantes de 2,7 milhdes
barris de 6leo equivalente/dia em 2020, levando a autossuficiéncia de exploracao
do 6leo no Brasil (SOUZA, 2006; ANP, 2020).

Na Amazobnia, desde o0 ano de 1917, existem registros de atividades de
sondagens de jazidas de petroleo. Nos anos 50 foram iniciadas as atividades
exploratérias da Bacia do Solimfes, sendo encontrada a primeira acumulacéo
de gas do Rio Jurua, em 1978, e posteriormente, foi descoberta a provincia de
gas e 6leo do Rio Urucu. O oleo produzido nessa regido é transportado por
oleodutos até o terminal da cidade de Coari, sendo destinado em balsas até a
refinaria Isaac Sabba (REMAN), localizada em Manaus. De acordo com dados
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da ANP (2021) a produgdo diaria dessa provincia foi de 101.922 (boe/d). A Bacia
do Solimdes (Figura 2) esta localizada sob a selva amaz6nica, compreendendo
area sedimentar de mais de 600.000 km2 (MILANI & ZALAN, 1998).

Figura 2: Bacia do Solimdes, provincia do Jurua e a area produtora do P6lo do
Rio Urucu. Fonte: MILANI & ARAUJO, 2003.

Ly / e 4

a0 C0 et
e ; Pdlo do Rio Urucu
Provincia do Jurua

Como mostrado, o petrdleo ainda € uma fonte primordial de energia
global, apesar das diversas pesquisas para desenvolvimento de tecnologias
alternativas aos derivados fosseis. Isso esta fortemente relacionado a uma
constante manutencao promovida por atores do mercado petrolifero, priorizando
a continua busca por lucro em detrimento ao risco de se investir em energias
sustentaveis (DELLA-FLORA et al., 2020; LIRA & OLIVEIRA, 2020). Além de um
valioso gerador de arrecadacao, toda a organizacdo (upstream, middlestream e
downstream) da industria petrolifera apresenta uma elevacéo na incidéncia de
acidentes e contaminacdo ambientais, 0 que representa um importante fator de
impacto negativo no ambito econémico (BALKE & BROWN, 2018; COSTA, 2012,
PAIM, 2011).



2.1.3 Ambientes contaminados por derramamentos de derivados de petrdleo

A contaminacdo pode ser entendida como a introducdo de qualquer
substancia indesejada no meio ambiente, de maneira planejada, acidental ou
natural, de substancias ou residuos depositados, acumulados, armazenados,
enterrados ou infiltrados que tém potencial de ocasionar danos a saude humana,
ao meio ambiente ou a outro bem (RODRIGUES, 2015). Toda a cadeia produtiva
petrolifera, como exploracdo, refinamento, transporte e operacbes de
armazenamento do petréleo e seus derivados, oferece elevado risco de
contaminagao, gerando impactos negativos e significativos em locais como a
atmosfera, solos, sedimentos, aguas superficiais e subterraneas (ANIEFIOK,
2013).

Os contaminantes organicos derivados do petréleo sao persistentes e
causam efeitos duradouros e cronicos ao ambiente afetado. Devido a isso, ha
implicacdes negativas expressivas sobre a dinamica de diversos ecossistemas,
acarretando a alteracédo da natureza e da funcéo dos locais atingidos (SAMANTA
et al., 2002; FENT, 2004). Nos solos, os hidrocarbonetos podem afetar as
atividades microbianas e interferir na absorcdo de nutrientes, e
consequentemente, dificultar a respiracao e fotossintese das plantas (ZABBEY
et al., 2017). Nas aguas superficiais, essa contaminacao também ira ocasionar
o comprometimento do processo de respiracdo dos peixes e de fotossintese do
fitoplancton, e ainda pode levar a bioacumulacdo (BEAZLEY et al., 2012). Além
disso, a elevada toxicidade dos seus componentes quimicos pode alcancar os
seres humanos por meio da ingestao de agua e peixes contaminados, resultando
em severos efeitos sobre sua saude (FENT, 2004).

A partir da década de 70 a ocorréncia de graves acidentes industriais,
principalmente de origem petroquimica (Figura 3), modificou a opinido publica e
influenciaram a politica ambiental da época com uma série de medidas
internacionais de prevencéao e controle como MARPOL 73/78 e OPRC 90, o que
resultou em uma redugdo nos casos mundiais (Figura 4) (MAGRINI, 2001;
KIRBY & LAW, 2010).



Figura 3. Mapeamento dos principais acidentes relatados no mundo entre 1970
e 2019. Fonte: STEVANATO, 2020.

e 7-700 toneladas
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Figura 4. Numero de derramamentos médios (7-700 toneladas) e grandes (> 700
toneladas) por década de 1970 a 2020. Fonte: ITOPF, 2020.
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e seus derivados. Os primeiros registros estdo relacionados ao transporte
maritimo e, posteriormente, passaram a ser mais constantes nos oleodutos,
terminais e refinarias (CETESB, 2018). Em 2019, ocorreu 0 maior desastre
ambiental provocado pelo derrame de petroleo na histéria brasileira, foram 133
toneladas que se espalharam por uma area litoranea total superior a 4 mil

quildmetros, atingindo 130 municipios em 11 estados do Nordeste e Sudeste do



pais, segundo o ultimo relatério publicado pelo Ibama no dia 20 de marco de
2020.

Figura 5: Numero de acidentes ambientais no Brasil nos anos de 2017, 2018 e
2019. Fonte: IBAMA, 20109.
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J4 a Amazobnia, levando-se em consideracdo sua extensao territorial, é
uma regido pouco monitorada, onde muitos dos pequenos e médios acidentes
resultantes do intenso fluxo de embarcacdes ndo sdo relatados aos Orgaos
competentes (CASTRO JR, 2007). Nas areas amazbnicas onde a exploracao
petrolifera € mais intensa como Peru e Equador, os derramamentos tém ocorrido
com certa frequéncia (FEARNSIDE, 2019; FEARNSIDE, 2020).

Nos limites amazonicos brasileiros, em 1998, um acidente envolvendo um
oleoduto da REMAN despejou no Rio Negro, aproximadamente 15 mil litros de
oleo (MPE-AM, 1999). Dados mais atuais, registrados no Sistema Nacional de
Emergéncias Ambientais (Siema), demonstrados na Figura 5, apresenta um
comparativo do numero de casos registrados no sistema, por unidade federativa
e no oceano, nos anos 2017, 2018 e 2019 (IBAMA, 2019).

Os inumeros acidentes relatados e os efeitos cronicos resultantes deles,
demonstram como é de fundamental importancia pensar em formas de tornar a
industria e seus processos mais limpos e sustentaveis. Especialmente em se
tratando da exploracdo das bacias localizadas na Amazo6nia, uma das maiores

florestas tropicais do mundo. Esta € responsével pela manutencéo de diversos
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servicos ecolégicos e do equilibrio climatico de grande parte do territorio
brasileiro (IPAM, 2010). A exploracdo dessas bacias apresenta questfes
conflitantes envolvendo quesitos legais, ambientais e sociais, afetando
fortemente as populac¢des indigenas e ribeirinhas. De forma que, durante a
instalacdo e desenvolvimento de atividades petroquimicas, € imprescindivel a
presenca de 6rgaos que possam controlar de forma rigida e extensiva todas as
movimenta¢cdes, monitorando medidas preventivas, condi¢cdes operacionais,
certificacdes e licengas, planos de acéo para casos de acidentes com 6leos e

derivados a curto e longo prazo, e responsabilizacdo dos atores envolvidos.

2.1.4 Legislacdo para monitoramento de indices de poluicdo por derivados de
petroleo no Brasil e no Amazonas

Diante da industria petrolifera e dos seus constantes acidentes, a
protecdo ambiental passou a ser foco dos governantes de todo mundo,
principalmente quando tratamos dos severos impactos ambientais decorrentes
desse setor. Segundo Moreira e Almeida (2019) e Costa (2012), a fim de atenuar
o risco ambiental, monitorar e controlar essas ocorréncias foram instituidas leis,
regulamentos e penalidades mais rigidas.

A legislacdo ambiental que regulamenta a tolerancia de poluentes
provenientes de derramamento de petréleo € diferente em cada pais. A
Organizagdo Mundial da Saude classifica os compostos de hidrocarbonetos
monoaromaticos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) e os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS), presentes na complexa mistura
do petréleo, como compostos de alto risco a saude humana. Os BTEX sédo
caracterizados como compostos cancerigenos, mutagénicos e de toxicidade
cronica, causando problemas neurotéxicos. Os PAHs apresentam potencial
carcinogénico, mutagénico e teratogénico, além da possibilidade de
bioacumulacéo e persisténcia no meio ambiente (ANJOS, 2012).

Nos Estados Unidos, a Agéncia Internacional de Pesquisa de Céancer
(International Agency for Research on Cancer - IARC), a Agéncia de Saude e
Seguranca Ocupacional (National Institute for Occupational Safety and Health -
NIOSH) e a Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection Agency -
EPA) também incluem os BTEX em suas listas de compostos cancerigenos
(EPA, 2003; IARC, 2006; NIOSH, 2006).
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No Brasil, a Lei de n° 6.938/1981 sancionou a criacdo da base da
legislacdo ambiental nacional, a Politica Nacional do Meio Ambiente (PNMA),
que contém definicdes essenciais relacionadas ao meio ambiente e a poluicao.
Também foi instaurado o Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA) e o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).

Alguns dos principais instrumentos legais da esfera ambiental s&o
estabelecidos pelo CONAMA e pelo IBAMA, de cunhos federais. O CONAMA
tem papel de definir diretrizes e regulamentar questdes de legislacdo ambiental,
tais como padrdo de qualidade da agua doce de classe 2 (caracteristica das
aguas do Rio Negro) (Tabela 2) e prevencdo e controle de poluicbes
provenientes dos compostos organicos e metais provenientes do 0leo bruto de
petroleo (Tabela 3). O IBAMA tem funcéo de lavrar auto de infragdo ambiental e
instaurar o processo administrativo de apuracédo da infracdo (COSTA, 2012).

Tabela 2: Condi¢cdes de qualidade da agua doce classe 2, segundo o CONAMA
357/2005.

| - Condic¢des de qualidade de agua:

a) nao verificacdo de efeito toxico crénico a organismos, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente, ou, na sua auséncia,
por instituicdes nacionais ou internacionais renomadas, comprovado pela
realizacdo de ensaio ecotoxicolégico padronizado ou outro método

cientificamente reconhecido.

b) materiais flutuantes, inclusive espumas nao naturais: virtualmente ausentes;
c) Oleos e graxas: virtualmente ausentes;

d) substancias que comunigquem gosto ou odor: virtualmente ausentes;

e) ndo sera permitida a presenca de corantes provenientes de fontes
antropicas que nao sejam removiveis por processo de coagulacéo,

sedimentacéo e filtracdo convencionais;
f) residuos sdlidos objetaveis: virtualmente ausentes;

g) coliformes termotolerantes: para uso de recreacao de contato primario devera
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ser obedecida a Resolucdo CONAMA n° 274, de 2000. Para os demais usos,

nao devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100
mililitros em 80 % ou mais de pelo menos 6 (seis) amostras coletadas durante o
periodo de um ano, com frequéncia bimestral. A E. coli podera ser determinada
em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente;
h) densidade de cianobactérias: até 50000 cel/mL ou 5 mm3/L;
i) fésforo total:

a) até 0,030 mg/L, em ambientes Iénticos; e,

b) até 0,050 mg/L, em ambientes intermediarios, com tempo de residéncia
entre 2 e 40 dias, e tributarios diretos de ambiente Iéntico.

j) Demanda Biolégica de Oxigénio (DBO) 5 dias a 20° C até 5 mg/L Oz;

[) Oxigénio dissolvido (OD), em qualquer amostra, ndo inferior a 5 mg/L Oz;
m) turbidez: até 100 UNT;

n) clorofila a: até 30 ug/L;

0) cor verdadeira: até 75 mg Pt/L; e

p) pH: 6,0 a 9,0.

Fonte: CONAMA 357 (2005).

Tabela 3: Limites de compostos BTEX, PAHs e metais em agua doce classe 2,
segundo o CONAMA 357/2005.

Compostos Valores maximos
Hidrocarbonetos Totais (TPHS) <100,00 pg/L
BTEX
Benzeno 0,005 mg/L
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Tolueno
Etilbenzeno

Xilenos

Antraceno
Benzo(a)antraceno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)flouranteno
Benzo(g,h,i)pirileno
Benzo(a)pireno
Criseno
Dibenzo(a,h)antraceno
Fenantreno
Fluoranteno
Indeno(1,2,3-c,d)pireno

Naftaleno

Arsénio
Céadmio
Chumbo
Cobre
Cromo
Ferro

Manganés

PAHs

Metais

2,0 ug/L
90,0 ug/L

300 pg/L

0,05 pg/L
0,05 pg/L

0,05 pg/L

0,05 pg/L
0,05 pg/L

0,05 pg/L

0,05 pg/L

0,01 mg/L
0,001 mg/L
0,01 mg/L
0,009 mg/L
0,05 mg/L
0,3 mg/L

0,1 mg/L
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Mercurio 0,0002 mg/L
Niquel 0,025 mg/L

Zinco 0,18 mg/L

Fonte: CONAMA 357 (2005).

A primeira referéncia a sancdo por poluicdo maritima no Brasil é
encontrada no Decreto n° 3.334/1899, no qual € definido a pena de multa para o
langcamento de substancias poluidoras em mares ou rios. O PNMA prevé no seu
artigo 4 a obrigacdo do poluidor de indenizar ou reparar os danos causados ao
meio ambiente e a terceiros, afetados por sua atividade independente de culpa.
De acordo com a Constituicdo da Republica, Artigo 225, 8§3°, o poluidor ainda
pode responder nas esferas civil, penal e administrativa. Na primeira pode
resultar em indenizacdes e obrigacdes legais. Na acdo penal, segundo Araujo
(2011), é dificultada pois os principais autores dos crimes ambientais sdo
empresas. Na esfera administrativa conta com inUmeras sangdes, como, multa
de R$50 a R$50 milhdes.

A Lei n°® 9.996/2000 determina que a reparagao do dano ambiental e a
indenizacdo as atividades econdmicas e ao patriménio publico e privado, que
tenham sofrido prejuizo, é obrigatoria em qualquer circunstancia de descarga,
ainda que autorizada, de Gleo, substancias nocivas ou perigosas ou misturas que
os contenham, de agua de lastro e de outros residuos poluentes. E prevé multas
de até R$50 milhdes e prisdo nos casos de enquadramento na Lei n® 9.605/1998,
Lei de Crimes Ambientais (LCA).

No ambito do estado do Amazonas, a responsabilidade pelo
planejamento, gestdo e fiscalizagdo das atividades no contexto ambiental sao
destinadas a dois 6rgaos principais, a Secretaria de Estado do Meio Ambiente
(SEMA), criada pela Lei n° 3.590/2011, e o Instituto de Protecdo Ambiental do
Amazonas (IPAAM), criada pela Lei n°® 2367/1995. A Lei n° 1532/1982 que
dispbe sobre a Politica Estadual da Prevencdo e Controle da Poluigdo, Melhoria
e Recuperacdo do Meio Ambiente e de Protecdo aos Recursos Naturais e trata
das sancdes lavradas em infragdes ambientais pelo érgdo competente IPAAM,

conforme descrito no Art. 20:
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Art. 20. As infracbes administrativas sdo punidas com as
seguintes sanc¢des, observado o disposto

no art. 24 desta Lei:

| - adverténcia;

Il - multa simples;

[l - multa diaria;

IV - apreensdo de animais, produtos e subprodutos da fauna e
flora, instrumentos, petrechos,

equipamentos ou veiculos de qualquer natureza utilizados para
na pratica da infracéo;

V - destruicéo ou inutilizacéo do produto;

VI - suspensao de venda e fabricacdo do produto;

VII - embargo de obra ou atividade;

VIII - demolicdo de obra,;

IX - suspensao parcial ou total de atividades;

X - restritiva de direitos;

Xl - reparagéo do dano ambiental, independente do pagamento
da multa.

A reparacdo das areas contaminadas se da pela rapida contencéo,
remocdao e limpeza do 6leo derramado. A escolha dentre as diversas técnicas de
remediacdo deve levar em consideracgao o tipo de acidente e de contaminante e,
principalmente, o tipo de ambiente atingido, como fatores fisicos, geoldgicos,
hidrogeoldgicos, bioquimicos e dimensionamento para desenvolvimento da
descontaminacao. Além disso, considerar aspectos socio-econdmicos, tais como
riscos a salude humana, viabilidade econémica e legislagbes ambientais
vigentes, e assim determinar o método mais eficiente para mitigar os impactos
negativos do local afetado (PUJOL, 2007; COSTA, 2012).

2.2. Métodos de remediacao de derivados de petrdleo

Diferentes métodos de remediacdo vém sendo estudados a fim de
eliminar ou mitigar os efeitos causados por acidentes com hidrocarbonetos,
promovendo a recuperacdo das areas afetadas. Diferentes técnicas podem ser
empregadas a fim de minimizar a contaminacdo a niveis aceitaveis para a

seguranca e saude dos organismos (DELLA-FLORA et al., 2020).
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Dependendo das diversas circunstancias envolvendo o episddio de
contaminagao, como o tipo de poluente, de ecossistema, de localidade, além de
fatores econémicos, uma ou mais técnicas fisicas, quimicas ou biologicas podem
ser eficientes (WHO, 1998; IRWIN, et al., 1997; ATSDR, 1995). Segundo a
European Information System Soil and Groundwater (EUGRIS, 2008) as técnicas
de remediacdo podem ser classificadas em:

a) Tratamentos biolégicos: processos nos quais 0s contaminantes sao

transformados em substancias como diéxido de carbono, agua e

biomassa em funcdo da acdo de microorganismos. Em geral estes

processos sao de baixo custo e ndo ha necessidade de tratamento
residual, mas requer tempo e é dificil verificar se os contaminantes foram
destruidos por completo.

b) Tratamentos fisico-quimicos: aqueles que usam as propriedades

fisicas, quimicas ou elétricas do contaminante ou do meio contaminado

para destruir (conversao quimica), separar ou conter a contaminacao. Nos
processos quimicos, a estrutura e 0 comportamento quimico das
substancias séo alterados por meio de reacfes quimicas a fim de produzir
compostos menos toxicos. Tais tratamentos apresentam boa relagcéo
custo-beneficio e, se comparados aos processos biologicos, sao rapidos.

c) Processos térmicos: aqueles que usam o calor para aumentar a

volatilidade, queimar, decompor, destruir ou dissolver os contaminantes.

Embora sejam uma alternativa rapida séo, em geral, os mais caros.

O método de recuperacdo mecanica € uma das principais técnicas do
tratamento fisico, onde a separacdo das fases pode dar-se por barreiras,
escumadeiras ou adsorventes. Ja 0 método quimico atua sobre as diferentes
propriedades quimicas dos componentes do poluente, empregando
neutralizantes, dispersantes, emulsificantes, entre outros (DURVAL, 2017).

Com o avanco biotecnoldgico, as técnicas bioldgicas como de
biorremediacdo, tém se mostrado promissoras quanto a utlizacdo de
microrganismos na biodegradacdo de tais compostos poluentes. Além disso,
guando comparada as demais técnicas se mostra mais segura e mais eficiente
(GERALDO & MARANHO, 2020).
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2.2.1. Biorremediacéao

A biorremediacdo é uma técnica que emprega microrganismos no
processo de degradacdo de contaminantes nocivos ao meio ambiente,
produzindo substancias menos toxicas ou atoxicas (LIMA, 2011; DAS E
CHANDRAN, 2011; MURADO et al.,, 2011; CAO et al.,, 2012). Pode ser
classificada em trés tipos: mineralizacdo que resulta em substancias inorganicas,
biotransformagcdo que resulta em estruturas organicas menores, e CO-
metabolismo que resulta na geracdo de enzimas degradadoras de
hidrocarbonetos (LAHEL et al., 2016; DELLA-FLORA et al., 2020).

S80 necessarios trés requisitos para ocorrer a degradacdo de
contaminantes por microrganimos: a presenca de um microrganismo capaz de
metabolizar o poluente; um estimulo para a sintese de enzimas necessérias a
biodegradacédo; e condicdes ambientais adequadas para a realizagdo dos
processos metabdlicos envolvidos na biodegradacdo do contaminante
(KERBER, 2020).

O processo de biorremediagao pode ocorrer utilizando os microrganismos
presentes no ambiente, chamado de atenuac&o natural, que além de oferecer
tratamento adequado ao meio contaminado, também apresenta custo
relativamente baixo. Ainda existem técnicas com a finalidade de elevar o
rendimento do processo de descontaminagao, a chamada bioestimulag&o, onde
se acelera a reproducéo e atividade metabdlica dos microrganismos pelo
fornecimento de nutrientes e oxigénio. Na bioaumentacdo sdo introduzidos
NOVOS microrganismos ao meio para maximizacao da atividade de degradacao
(DEON et al., 2012; DELLA-FLORA et al., 2020). A capacidade de degradacao
atribuida a esses microrganismos se deve a elevada habilidade de adaptacéo as
condi¢cbes do meio, e a expressiva presenca de diferentes hidrocarbonetos em
diversos ecossistemas, fazendo com que uma gama de espécies passasse a
utilizar os compostos contaminantes petroliferos como substrato de crescimento
(FARIA, 2019).

Inimeros fatores fisicos, quimicos e bioldgicos podem afetar o processo
de biodegradacao, tais como, o pH, biomassa microbiana, concentracéo de sais,
temperatura, agitacao, falta ou excesso de substrato, nutrientes (N, P, S, K, Ca,

Mg, etc.), oxigénio, complexidade do contaminante, atividade enzimatica,
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diversidade dos microrganismos, entre outros (MARTINS, 2004; SEO et al.,
2009, HU et al., 2010; GILBERT E BROWN, 2018; KIM et al., 2018).

A decomposi¢cdo dos compostos aroméaticos presentes no petréleo, tais
como BTEX e PAHSs, por microorganismos pode ocorrer de forma aerdbica ou
anaerobica, conforme demonstrado na Figura 6 (DAGLEY, 1975; BUGG &
WINFIELD, 1998; BOOPATHY, 2000; WIDDEL & RABUS, 2001; DIAZ, 2004;
JACQUES et al., 2007).

Figura 6: Decomposi¢do microbiana de compostos aromaticos por via aerobia e
anaerobia. Fonte: DIAZ, 2004; WETLER-TONINI, REZENDE, GRAVITOL, 2010.
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Segundo Faria (2019), alguns microrganismos produzem biossurfactantes
gue facilitam a degradacédo dos compostos BTEX. Entretanto, a maioria desses
microrganismos encontram certa dificuldade em degradar moléculas com anéis
aromaticos condensados como o0s PAHs. Diante disso, o processo de
biorremediagéo pode ocorrer pela atua¢cdo de uma Unica espécie ou de diversas
espécies de microrganismos. Diversos estudos apontaram que a utilizacao de
consorcios com ampla diversidade metabdlica propicia uma maior e mais variada
producéo de enzimas que degradam de forma mais rapida hidrocarbonetos de

grande complexidade e tendem a melhorar a eficiéncia do processo de
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biodegradacéao (SILVA et al., 2014). Na literatura sdo apresentadas diversas
espécies bacterianas que possuem a capacidade de degradar diferentes tipos

de contaminantes (Tabela 4).

Tabela 4: Revisdo da literatura sobre as principais espécies de bactérias

encontradas em estudos de biodegradacéo de petroleo e derivados.

Bactéria Contaminante Fonte

Acinetobacter calcoaceticus EB104 C9-C18 Kleber et al., 1983
Acinetobacter sp. M-1 C13-C44 Sakai et al., 1994
Alcaligenes odorans P20 -C33 Lal & Khanna, 1996
Antrobacter nicotianae KCC B35 C10-C40 Radwan et al., 1996
Azoarcus sp. EB1 Etilbenzeno Ball et al., 1996
Bacillus sp. Petroleo Udgire et al., 2015
Bacillus spp. Oleo diesel Lima et al., 2018
Bacillus thermoleovorans B23 e H41 C9-C30 Kato et al., 2001
Bacillus thuringiensis / cereus A2 C6-C28 Chaerun et al., 2004

Aeckersberg et al.,
Cepa Hxd3 C12-C20

1991

Aeckersberg et al.,
Cepa Pnd3 Cl14-C17

1998

Ehrenreich et al.,
Cepa OcN1 C8-C12

2000
Cepa TD3 C8-C12 Rueter et al., 1994
Clone B1-B3 -C16 Zengler et al., 1999

Benzeno e
Dechloromas sp. JJ Coates et al., 2001
Tolueno
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Desulfobacterium cetonicum
Dietzia psychralcaliphila
Marinobacter sp. BC36
Marinobacter sp. BC42
Mycobacterium sp. PYR-1
Mycobacterium sp. CH1

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp. U2

Pseudomonas sp. NAP-3

Pseudomonas sp. vesicularis

Pseudomonas sp. saccharophilia

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida CCMI 852
Rhodococcus sp. IBN
Rhodococcus sp. 124

Xylella fastidiosa RR15

Bacillus subtilis,

Bacillus pumilus, Bacillus

amyloliquefaciens e Rhodococcus sp.

Tolueno
C13-C24
-C18
C6-C15
Antraceno
C12-C28
Cl2-C24

Oleo diesel e

Biodiesel
Naftaleno

Naftaleno

Fluorano

Pireno

BTX

Benzeno,

Tolueno e Fenol
BTX

C6-C28
Tolueno

C14-C34

Cl2eCl4

Rabus et al., 2001
Yumoto et al., 2002
Bonin et al., 2004
Bonin et al., 2004
Khan et al., 2001
Churchill et al., 1999

Smits et al., 2002

Mariano et al., 2008

Fuenmayor et al., 1998
Rockne et al., 2000
Weissenfels et

al., 1990

Kazunga e

Aitken, 2000

Lee et al., 1994

Abuhamed et al., 2004

Otenio et al., 2005
Vincenza et al., 2000
Treadway et al., 1999

Yuste et al., 2000

Faria, 2019
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Burkholderia vietnamiensis,

Pseudomonas

_ BTX e Etanol Morales, 2008
aeruginosa,

Pseudomonas spp.

Hydrogenophaga spp., Pseudomonas Benzeno Aburto & Peimbert,
fluorescens, Rhodoferax spp. Tolueno 2011

Pseudomonas sp. C18, Denome et al., 1993;
Pseudomonas sp. PP2 e Fenantreno Samanta et al., 1999:
Pseudomonas sp. DLC-P11 Prabhu e Phale, 2003

Fonte: Adaptado de VAN HAMME et al., 2003; WENTZEL et al., 2007; CRUZ,
2009; KERBER, 2020.

Segundo a instru¢do normativa n° 5, de 17 de maio de 2010, estabelece
0s procedimentos e as exigéncias a serem adotados para obtencdo do registro
para a realizacdo de pesquisa e experimentagcdo com produtos remediadores,
expedido pelo IBAMA, no paragrafo anico do seu art. 23 descreve:
Paragrafo Unico - Nao sera concedido registro a remediador que
contenha Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
microrganismos dos géneros Shigella e Salmonella e a
quaisquer outros produtos cuja composicdo ou forma de
aplicacado oferecam riscos de efeitos danosos.

2.2.2. Consorcio bacteriano de microrganismos

Atualmente, existe uma extensa necessidade de pesquisas para um
melhor entendimento do maior niumero possivel de espécies bacterianas e das
suas propriedades metabdlicas para a biodegradacdo de petroleo e de seus
derivados que levem a descontaminacdo de ambientes por estes compostos.

O isolamento e selecdo de microrganismos € a principal etapa durante o
estudo de programas de biorremediagdo, auxiliando em uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos nesse processo. Lima et al. (2020),
realizaram um levantamento das bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em

aguas contaminadas por vazamentos de gasolina no sul da Amazonia, sendo
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encontradas 23 cepas de bactérias. Duas cepas apresentaram capacidade de
degradar um maior numero de diferentes compostos, Bacillus sp. L26 e Bacillus
sp. L30.

O género Bacillus € um conjunto bacteriano bastante importante dentro
do grupo de microrganismo degradadores devido sua capacidade de produzir
biossurfactantes, atuando na tenséo superficial e colaborando para o acesso e
disponibilidade de fontes de carbono. Em contraste com o estudo de Lima et al.,
2020, o estudo obtido por Bisognin et al. (2018), evidenciou a capacidade
degradadora de 6leo diesel comercial de alguns fungos e de bactérias do tipo
Bacillus spp. e Streptomyces sp. a partir de biopilhas empregadas na
biorremediacéo.

Pinhati et al. (2014), avaliou trés cepas bacterianas, A. genomospecies 3,
B. pumilus e B. flexus, apresentando uma boa taxa de degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos, o que comprova a eficiéncia operacional do
consorcio microbiano no tratamento de efluentes contendo esses compostos.

O estudo realizado por Ugaz-Hoyos et al. (2020), apresentou o
desempenho de surfactantes produzidos pelas Pseudomonas spp. a
concentragdo de 1,0-1,5 gL, com rendimento de 35 % (Pseudomonas sp. 2HI),
31 % (Pseudomonas sp. 8JU) e 19 % (Pseudomonas sp. 4CF).

Aprofundando mais o entendimento das interagdes ocorridas durante o
processo de biodegradacéo, Bitencourt et al. (2014) observaram que atividade
emulsificante das espécies de bactérias Caulerpa racemosa (B cr), Laurencia
obtusa (B o) e Dictyota menstrualis (B om) aumentaram a degradacdo dos
hidrocarbonetos no ambiente em estudo, se apresentando como uma

interessante ferramenta no controle de derramamento de 6leo.

2.2.3. Biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, ou seja, que possuem uma
extremidade hidrofilica e outra hidrofébica, e tem origem por meio de sintese
guimica ou bioldgica, os chamados biossurfactantes. Como mencionado
anteriormente, alguns microrganismos tém a capacidade de produzir esses
compostos que melhoram o contato enzimas/substrato, proporcionando um
aumento da interface entre microrganismo/contaminante e uma degradacao
mais efetiva (CASSIDY e HUDAK, 2001; OLIVEIRA et al., 2013; KERBER, 2020).
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Em comparacdo aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes
apresentam diversas vantagens, como maior atividade superficial, baixa
toxicidade, biodegradabilidade, utilizacdo de diferentes substratos para
metabolizagao, custo financeiro, entre outros (MULLIGAN et al., 2014).

As principais classes de biossurfactantes sdo os dos grupos quimicos
glicolipideos, fosfolipideos, &cidos graxos, soforolipidios, rhamnolipidios
lipoproteinas, lipopeptideos e lipopolissacarideos (SANTOS et al.,, 2016).
Segundo Bento et al. (2008), os biossurfactantes também podem ser divididos
em dois grupos: os de baixa massa molecular, que atuam sobre a reducéo da
tensdo superficial em solucbes aquosas, e os de alta massa molecular, que
agem na formacao de emulsdes, chamados bioemulsificantes.

A tensao superficial consiste na for¢a de atracéo eletroquimica existente
entre as moléculas de um liquido, de forma que, ha um efeito de membrana
elastica no contato entre duas diferentes fases quimicas. Assim, 0s
biossurfactantes intervém na regido de interface de fases com diferentes
polaridades, reduzindo a tenséo superficial. J& o grupo de formacado de emulséo
permite que ocorra a dispersdo coloidal de pequenas particulas de um liquido
em outro liquido (MARIANO, 2006; BENTO et al., 2008; DALTIN, 2011).

2.3. Métodos de imobilizagdo de microrganismos

As técnicas de imobilizacdo sé@o aplicadas a fim de limitar fisicamente a
mobilidade das células, preservando suas propriedades cataliticas. A maior
concentracdo de células em uma regido definida do espaco possibilita melhora
na sintese de metabdlitos e aumento da eficiéncia do processo, além de facilitar
a recuperacao dos produtos para reutilizagdo, quando os suportes empregados
sdo inertes e de alta resisténcia (COVIZZI et al., 2007). Com isso, diferentes
métodos de imobilizacdo de microrganismos estdo sendo estudados para
avaliacao da sua eficiéncia em inumeras aplicabilidades, tais como na producéo
de pigmentos, proteinas, enzimas, alimentos, biodegradacdo, fermentacéo,
entre outros (COVIZZI et al., 2007).

De acordo com Covizzi et al. (2007), as técnicas de imobilizacdo podem
ser classificadas em naturais, que ocorrem espontaneamente por interacdes
eletrostaticas formando biofilmes ou aderindo em suportes; e artificiais, que

acontecem pelo encapsulamento ou pela formacao de ligacbes covalentes por
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reagentes ligantes. Os biofilmes sdo comunidades de células agregadas em uma
matriz de polimeros extracelulares, chamados de exopolissacarideos (EPS), que
aderem a superficies abidticas ou bidticas (HA; O'TOOLE, 2015). A matriz
polimérica atua protegendo a comunidade microbiana de agentes externos, além
de influenciar parametros importantes, tais como taxa de crescimento e
capacidade de degradacdo em comparacdo com as bactérias livres
(COSTERTON, 1999).

Segundo Haider e Husain (2009), pode-se classificar a imobilizagdo por
métodos fisicos por meio da retencdo da molécula na matriz de diferentes
materiais, tais como, polimeros, microcapsulas e membranas; e imobilizacdo
guimica, que se da pela interacdo da molécula com a matriz por ligacdes e outros

tipos de interacdes. Na Figura 7 estdo detalhados os métodos de imobilizagéao.

Figura 7: Diferentes métodos de imobilizacdo de microrganismos. Adaptado de
PILKINGTON et al., 1998; IUPAC, 1995.

Métodos de imobilizacdo

Com
1 1
Floculacao Encapsulamento Adsorcao
I I 1 1 I_I_I
! Matriz Membrana Fisica Quimica

1 ; 1 r I \ r I \
Microcapsula Micromembrana | j[@@a@® QOO0

DN
SN .

A imobilizagdo de microrganismos possibilita a reutilizagdo das células,
reducdo de custos e aumento da eficiéncia dos processos. Além disso, permite
a obtencdo de células mais resistentes a alteracbes no meio, tais como,
temperatura, pH, solventes organicos, presenca de metais pesados e a altas
concentracdes de poluentes. Outra caracteristica dessa técnica é a formacao de

uma barreira de protecdo em torno dos microrganismos, resultando na
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preservacao da atividade enzimatica e reducéo dos riscos de mutacado genética
(KOURKOUTAS et al., 2004; BRANDY & JORDAN, 2009; MENDES et al., 2011;
GUZIK et al., 2014).

2.3.1. Adsorcao

Os primérdios dos estudos relacionados a imobilizacdo de
microrganismos se deram a partir da observacdo da capacidade de alguns
microrganismos se prenderem espontaneamente a diferentes superficies, tais
como caules de arvores e formagéo de céries dentais (JUNTER & JOUENNE,
2004). O método de adsorcéo é bastante popular e amplamente empregado nos
processos de biorremediacéo devido a sua simplicidade, rapidez, baixo custo,
sustentabilidade, facil manipulacdo e grande diversidade de suportes (HOU et
al., 2014).

A adsorcao fisica ocorre por meio da fixacdo do microrganismo ao suporte
por meio de ligacbes de hidrogénio, forcas de Van der Walls, interacfes
hidrofébicas e dipolo-dipolo (DWEVEDI, 2016). Desta forma, a adsorc¢éo fisica,
guando comparada a adsor¢do quimica por ligacdo covalente, apresenta forcas
de ligacao fracas, o que favorece a capacidade de reutilizacdo do suporte apés
inativacdo dos microrganismos em uso. Entretanto, também pode ser entendido
como uma desvantagem quando ocorrer a dessor¢gdo durante o processo de
biorremediagdo. Com isso, a fim de reduzir a dessor¢do da enzima, foram
propostas técnicas de modificacdo quimica do suporte, reducdo de poros ou a
reticulacdo das enzimas nos poros (BRENA & BATISTA-VIEIRA, 2006; HE et
al., 2006; REIS, WITULA, HOLMBERG, 2008; JESIONOWSK et al., 2014; ES et
al., 2015; DWEVEDI, 2016; LIU, CHEN, SHI, 2018).

2.3.2 Suportes para imobilizacdo

A técnica de imobilizacdo por adsorcdo se da pela interacdo
enzima/suporte. A escolha de um suporte adequado é determinante para o
sucesso da imobilizagdo microbiana. Para isso, € necessario que o suporte
atenda a alguns requisitos basicos, tais como, adequada funcionalidade,
porosidade e éarea superficial elevada, insolubilidade, resisténcia térmica e
mecanica, e inércia (KRAJEWSKA, 2004; GUPTA et al.,, 2013; ZUCCA &
SANJUST, 2014; SIRISHA et al., 2016).
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Ao longo dos ultimos anos o consideravel avanco tecnolégico e nas
pesquisas no setor de materiais levou ao desenvolvimento de inumeras
alternativas com possibilidade de aplicagcdo para suportes, podendo ser de
origem inorganica ou organica. Os suportes inorganicos podem ser obtidos a
partir de materiais como alumina, silica, zedlitos, e silicas mesoporosas. Ja 0s
suportes organicos podem ser classificados em naturais, como quitina,
quitosana, alginato, celulose e materiais lignoceluldsicos, ou sintéticos, como
polimeros (MENDES et al., 2011; MILETIC et al., 2012; BEZERRA et al., 2015).
Os suportes ainda podem ser do tipo porosos, onde a imobilizagdo ocorre no
interior dos poros com grande area superficial e elevada protecdo ao
microrganismo; ou nao porosos, onde a mobilidade sera limitada na superficie
do suporte com baixa area superficial (DALLA-VECCHIA et al., 2004;
MOHAMAD et al., 2015).

Dentre os diferentes materiais empregados na imobilizacdo microbiana os
suportes organicos naturais do tipo lignocelulésicos vem sendo foco de diversos
estudos, principalmente por apresentarem propriedade como facil manipulacao
da sua estrutura para se atingir as condicdes necessérias, além de serem
biodegradaveis, de baixo custo, sustentaveis, atdxicos e contarem com grande
quantidade de grupos hidroxila reativos (MARINOV et al., 2009; MILETIC et al.,
2012). Além disso, os materiais lignocelulésicos estdo amplamente disponiveis,
principalmente aqueles que sao subprodutos agroindustriais, de forma que seu
emprego como suportes possibilitaria a redu¢do na producédo de residuos e
agregaria valor a esse material, facilitando sua aplicagcao industrial (D’SOUZA &
GODBOLE, 2002; BEZERRA et al., 2015; SOUZA et al., 2016).

Diante dos avancos nos estudos, diversos tratamentos vém sendo
avaliados a fim de aumentar a funcionalidade dos materiais lignocelulésicos,
podendo ser classificados em tratamento fisicos, quimicos, fisico-quimicos,
biolégicos, elétricos ou tratamentos combinados (LI et al., 2010; BEHERA et al.,
2014; KHOO et al.,, 2016; RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). Os principais
tratamentos fisicos utilizados s&o trituracdo, moagem e extrusdo. O tratamento
guimico atua na quebra da lignina e parte da hemicelulose, aumentando a area
superficial e a porosidade do material, podendo ser empregado tratamento
alcalino, acido, organosolv, ozondlise, liquido ibnico, agentes oxidantes,
solventes organicos (TAHERZADEH & KARIMI, 2007; AGBOR et al., 2011; DYK
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& PLETSCHKE, 2012; MOOD et al., 2013; BEHERA et al., 2014; KHOO et al.,
2016). O tratamento alcalino € um dos mais empregados, sendo realizado por
meio de bases como hidroxido de sodio e de aménio, apresentando como
principal vantagem a eficiente remoc¢do da lignina e solubilizacdo da
hemicelulose (MAURYA et al., 2015; RABEMANOLONTSOA & SAKA, 2016).

2.3.3. Espuma de Poliuretano

Na literatura, diversos materiais sintéticos sdo aplicados no processo de
imobilizagc&o, dentre eles, se destacam os polimeros formados por espumas de
poliuretano, apresentando propriedades hidrofébicas, alta porosidade, afinidade
guimica, resisténcia fisica, singulares para eficiente imobilizacdo e
biorremediacdo de compostos poluentes (MILETIC et al., 2012; Ali Partovinia, Ali
Abolhasani Soorki e Mojtaba Koosha, 2021).

O poliuretano € um polimero muito popular na inddstria, sendo utilizado
na fabricacdo de espumas, adesivos, tintas, entre outros. As diferentes
composicdes da sintese do poliuretano lhe conferem alta versatilidade para
emprego com diferentes finalidades, como é o caso da imobilizacao (Vilar, 1998;
Merlini, 2011; Partovinia, Ali Abolhasani Soorki e Mojtaba Koosha, 2021).

Majul et al. (2020), utilizaram a espuma de poliuretano em conjunto com
substratos lignocelulésicas para imobilizacdo de microrganismos na degradacao
de efluentes contaminados, resultando em um sistema com alta eficiéncia em
ciclos sucessivos de degradacdo. Partovinia, Ali Abolhasani Soorki e Mojtaba
Koosha (2021) obtiveram melhores resultados de biodegradacdo de Bacillus
licheniformis na imobilizagdo em espuma de poliuretano combinada a polimeros
naturais, formando um aprimorado suporte hibrido, que possibilitou eficiente

degradacéo em fase de solo argiloso.

2.3.4. Materiais lignocelulésicas

Os materiais lignoceluldsicos sdo de origem vegetal, sendo constituidos
por polimeros de carboidratos de celulose e hemicelulose, e por um polimero
aromatico de lignina. A celulose é um dos principais componentes responsaveis
por conferir resisténcia a esse tipo de material (SANTOS, 2013; SUN; OTHMAN,

2019). A bucha vegetal (Luffa cylindrica) e a casca de cupuacu, se destacam, no
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Brasil e na regido amazonica, respectivamente, como materiais lignoceluldsicos
abundantes e acessiveis.

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) € uma trepadeira herbacea da familia
das Cucurbitaceas de clima tropical, amplamente aplicada no mercado como
matéria-prima pelo setor de beleza e cuidados corporais. A bucha vegetal tem
sido extensivamente estudada, devido apresentar um conjunto de propriedades
impares, tais como, baixo custo, atoxicidade, biodegradabilidade; condi¢cdes
favoraveis a adsorgcédo, como baixa densidade, alta porosidade, elevado volume
especifico de poros, grande area superficial, estabilidade a variagdo de pH e
temperatura; além de estrutura e textura de fibras hidrofilicas, resistentes e
elasticas (Liu et. al., 1998; Vichiato et al., 2008).

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum), da familia Sterculiaceae, é
uma planta frutifera tipica da Amazénia, com grandes extensdes de plantios nos
estados do Para e do Amazonas (SANTOS, LIMA e LIMA, 1992; COSTA et al.,
2003). O cupuacu, dentre as frutas regionais da Amazoénia, € uma dos mais
apreciados e consumidos localmente, seja in natura, ou ainda na forma de
cremes, bombons, sucos, bolos, geleias, entre outros (ME, 2007; SOCHA,;
PINHEIRO, 2016). Seus frutos também sdo vendidos por todo o territorio
nacional, além de serem exportados para outros paises (DAL RI, 2006).

O cupuacgu é constituido em 45 % de casca, 35 % de polpa e 20 % de
sementes, aproximadamente. Sua casca é um residuo de biomassa agricola e
alguns produtores a utilizam para fabricacdo de adubo orgénico ou ainda pode
ser obtido para a fabricacdo de artesanatos. Contudo, geralmente, s&o
acumulados proximo a area de processamento dos frutos, contribuindo para a
proliferacdo de pragas e doencgas que atingem as populacdes do cupuaguzeiro
(CARVALHO et al., 1981; COUTINHO, 1969; SANTOS et al., 2004).

Nesta perspectiva, verifica-se na literatura diversas pesquisas enfatizando
0 uso potencial de residuos agroindustriais no desenvolvimento de novos
suportes para imobilizacdo. Segundo Choudhury (2018) a celulose e seus
derivados sdo considerados materiais bastante satisfatorios para esse fim,
sendo baratos, ndo téxicos, renovaveis e biodegradaveis. Neta (2017) e Nikolic
(2010) relataram que a imobilizacdo em materiais organicos, como caule de
girassol e algodao, resultou em melhorias nos parametros de estabilidade e na

atividade enzimatica. Wang, T. et al. (2020), empregaram a bucha vegetal
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como suporte, resultando no favorecimento do crescimento de Pseudomonas sp.
e M. alpina e a degradacdo de hidrocarbonetos. Samhan, et al. (2017),
mostraram que diferentes materiais de origem organica sédo excelentes
alternativas como suportes, como réafia de folha de palmeira, esponja, bucha
vegetal e qgualh de milho moido. Sakdapetsin, Kaokhum e Pinyakong (2021),
observou que a imobilizacdo de Exiguobacterium sp. foi mais bem sucedida em

suporte organico de bio-corddo, em compara¢cdo com suportes inorganicos.
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3. JUSTIFICATIVA

A presenca de uma area de exploracdo de petrdleo no interior da floresta
amazonica, Provincia Petrolifera de Urucu no municipio de Coari-Amazonas, e
0S possiveis acidentes ambientais envolvendo derramamento de
hidrocarbonetos colocam em risco a biodiversidade animal, vegetal e
microbiologica da regiao (ALMEIDA-VAL, 2011).

Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa Proteoma e
Bioprospeccido no Amazonas/UFAM, bactérias da espécie A. junii (ARAUJO,
2014; SOUZA NETO, 2015; SOUZA NETO, 2019; CARDENES, 2017) e B.
pumilus (SANTOS, 2014; ARAUJO, 2014) foram isolados de aguas do Rio Negro
(Manaus-AM) com historico de contaminacdo derivados de petréleo e diesel,
sendo demonstrada sua capacidade de degradacéo de compostos do diesel e
petroleo. SOARES (2020) estudou as caracteristicas de promocdo de
biorremediacéo do Oleo diesel a partir de cepas isoladas de B. arboris, B. cereus,

Bacillus sp., Burkholderia sp. e Moraxella sp.

Figura 8: Area de coleta dos consorcios bacterianos. Porto do Ceasa, Rio
Negro,Manaus-AM. Consorcios Al, A2, A3 e A4 coletados em 31 de agosto de
2018 (apo6s derramamento de 6leo na regido). Consorcio A5 coletado em 15 de
novembro de 2015. Fonte: SANTOS, 2021.
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Em estudos mais recentes, SANTOS (2021) avaliou a complexidade do
desempenho de degradacéo de diesel por 5 consorcios bacterianos isolados de
aguas do Rio Negro (Manaus-AM), destacando-se o consércio A3, que pela
analise do proteoma identificou as espécies Acinetobacter seifertii,
Achromobacter xylosoxidans e Pseudomonas (nova espécie), apresentando
resultados promissores como alto grau de afinidade com os hidrocarbonetos
estudados, melhor desempenho de emulsificacdo entre 20 e 40 %, alcancando
taxa de degradacé&o superior a 70 % e reducédo da toxicidade do contaminante.

A proposigéo da aplicacdo da técnica de imobilizagdo de microrganismo
do consorcio A3 em suportes organicos, possibilitard a geragdo de um produto
amazonico, agregando valor a insumos, facilitando sua implementacao industrial
e com potencial de obter um importante instrumento no combate a danos

ambientais causados por derramamentos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos gerais
Avaliar a capacidade degradadora de hidrocarbonetos de um consorcio

bacteriano imobilizado.

4.2 Objetivos especificos
a) Determinar as condicGes para o suporte, tais como, dimensional e pré-
tratamento para limpeza da superficie e remoc¢é&o parcial da lignina.
b) Imobilizar o consoércio bacteriano A3 em diferentes suportes.
c) Avaliar e comparar o potencial de degradacéao de diesel pelo consorcio

bacteriano nos suportes e dos micro-organismos livres.
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5. MATERIAL E METODOS
O resumo da metodologia empregada no trabalho esta descrito na Figura

©

Figura 9: Fluxograma das etapas que serdo realizadas nesta pesquisa. GC-MS:

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas.
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5.1 Avaliacéo da formacao de biofilme

A formacgéo de biofilme foi avaliada conforme metodologia descrita por
Stepanovic, et al. 2007. Os pré-inoculos foram preparados em dois meios
diferentes, LB (Luria Bertani, HIMEDIA) e BH (Bushnell Haas, HIMEDIA)
suplementado com 0,5¢/L de extrato de levedura, incubados a 30° C, 150 rpm,
por 24 h. As células foram colhidas por centrifugacdo a 4.000 rpm, 20 min. e 4°
C. ApOs isso, as células foram lavadas e ressuspensas em solucdo de NacCl 0,85
% (p/v). A densidade celular foi ajustada para 0,1 a 600 nm (108 UFC/mL). Em

seguida, 100 pL da suspensao bacteriana foram transferidos para os pogos de
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placas de poliestireno de 96 pocos, incubados a 30° C por um periodo de 24, 72
e 168 h.

Posteriormente, o conteddo da placa foi descartado, lavado com agua
Mili-Q e os pocgos foram corados com 100 pL de solugao de cristal de violeta a
0,1 (p/v) por 15 min. Os pocos foram lavados quatro vezes com agua destilada
e, em seguida, a placa foi virada para secagem em temperatura ambiente, por
24 h.

Para avaliar a formacao de biofilme, 125 pL de &cido acético a 30 % (v/v)
foi adicionado aos pogos por um periodo de 15 min. O material solubilizado foi
transferido para uma placa de fundo chato, sendo avaliada a absorbancia a 540
nm. Utilizou-se acido aceético, isento de células, como controle negativo. Todos
0s experimentos foram realizados em quintuplicata.

A formacgdo de biofilme foi determinada a partir dos resultados das

densidades opticas, de acordo com a equacéao 1 (Naves, 2009).

FB = BA —PC (Equagéo 1)

Onde, FB corresponde a formacao de biofilme, BA € a densidade éptica a
600 nm dos pocos com bactérias aderidas e PC é a densidade Optica dos pocos
de controles negativos.

O meio que apresentou maior capacidade de formacédo de filme foi
escolhido para os experimentos subsequentes.

A andlise estatistica de todo o estudo foi realizada com ANOVA e Teste
Tukey no software Minitab® 19.2020.1.

5.2 Coleta e Preparacao dos suportes

Os residuos de casca de cupuacu foram fornecidos por um agricultor
familiar do municipio de Manacapuru/Manaus. Inicialmente, o material foi lavado
em agua corrente, para remoc¢ao das impurezas presentes na superficie e
guebrado em pedacos menores. Apdés a secagem parcial em temperatura
ambiente, o material foi colocado dentro de uma estufa a 60 °C para eliminacéo
da umidade. As cascas de cupuacu foram submetidas a tratamento fisico por

meio de moagem até granulometria de 1 mm e 2,50 mm.
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Para o tratamento quimico da casca de cupuacu em p6 foi utilizado uma
solucdo de NaOH, em concentracdo de 0,75 mol/L, por um intervalo de 1 h,
conforme descrito por Neta (2017). Apés esse procedimento, o pH do meio foi
ajustado para 7,0, sendo filtrado, lavado sucessivas vezes com agua destilada e
seco a em estufa a 40° C por 48 h.

A casca de cupuacu, também chamada de pericarpo, foi submetida a um
processo de raspagem para remoc¢ao da estrutura menos rigida que faz parte da
casca, chamada mesocarpo. Apos esse procedimento, somente a parte mais
rigida chamada epicarpo, foi cortada nas dimensdes 1lcm X lcm para uso
posterior.

Outros suportes foram utilizados no estudo: espuma de poliuretano
(TekBond Saint-Globain, BR) e bucha vegetal (Luffa cylindrica), ambos cortados

nas dimensdes de 1 cms3.

5.3 Imobilizagéo dos consorcios

Os pré-inoculos foram preparados no meio escolhido, incubados a 30° C,
150 rpm, por 24 h. As células foram colhidas por centrifugacéo a 4.000 rpm, 20
min. e 4° C. ApOs isso, as células foram lavadas e ressuspensas em solucao de
NaCl 0,85 % (p/v). A densidade celular foi ajustada para 0,1 a 600 nm (108
UFC/mL).

A imobilizacdo bacteriana foi adaptada de Sakdapetsin, Kaokhum e
Pinyakong, 2021. Um grama de cada suporte ou 3 fragmentos de cada suporte,
foi acrescentado em Erlenmeyers de 500 mL, contendo 90 mL de meio e 10 %

(v/v) de indculo. O sistema foi incubado a 30° C, 150 rpm, por 24 h.

Tabela 5: Preparo dos suportes.

Tratamento Tratamento _ .
Suporte . o Dimenséo
fisico guimico
) Granulometria
Moido -
2,5mm
Casca de cupuacu
i Granulometria
Moido NaOH

2,5mm
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Moido - Granulometria 1mm

Moido NaOH Granulometria 1mm
Corte - 1cm?
Espuma de
_ Corte - lcms
Poliuretano
Bucha vegetal Corte - 1lcms

5.4 Quantificagdo de microrganismos imobilizados

Apos a imobilizagéo, a suspenséo do sistema imobilizado foi descartada,
e 0s suportes foram lavados quatro vezes com solucdo NaCl 0,85 % (p/v), para
remocao das células livres. O suporte imobilizado foi ressuspenso em 100 mL
de solucdo tampado fosfato de soédio, ureia e sulfato de magnésio. O
desprendimento das células do suporte foi realizado em um banho de sonicagéo
com dois ciclos de 1 min. As células foram colhidas por centrifugacdo a 4.000
rpm, 15 min a 4°C, ressuspensas em solucdo NaCl 0,85% (p/v) e o inéculo foi
diluido em série sete vezes. Para a contagem de células viaveis foi empregado
o método de espalhamento em placa, uma aliquota de 0,04 mL das suspensdes
bacterianas 10, 10® e 107 foi utilizada. Os suportes com a maior capacidade

de fixacdo foram escolhidos para os experimentos subsequentes.

5.5 Avaliacéo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para avaliar a influéncia do tratamento quimico nos suportes em pé e
avaliar a imobilizacdo nos diferentes suportes, foram realizadas analises
morfolégicas da superficie de cada material por MEV no Centro Multiusuério para
Andlise de Fenbmenos Biomédicos (CMABI0) da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA).

5.6 Quantificacdo da degradacéo de diesel pelo consorcio livre e imobilizado
Pré-inéculos do consorcio foram preparados em tubos de ensaio contendo
5 mL de meio BH suplementado com 0,5¢g/L de extrato de levedura e cultivados

por 24 h, a 30° C e 150 rpm. A cultura bacteriana foi utilizada no preparo do

37



sistema do consoércio livre e do imobilizado nos suportes escolhidos. Para isso,
foi utilizado 100 mL de meio BH/diesel (1 %) e foi incubada a agitagdo constante
de 150 rpm, durante 7 dias a 30" C. Todos os cultivos foram desenvolvidos em
triplicata.

A metodologia descrita por Ayed et al. (2015) foi empregada na analise
gravimétrica para determinar o nivel de biodegradacdo do Oleo diesel. Apés a
etapa de biodegradacao, o sobrenadante foi submetido a centrifugacao 4°C, 30
min a 4000 rpm, depois foi transferido para um funil de separacdo de 500 mL,
onde foi adicionado 50 mL n-hexano (Hexano PA, NUCLEAR), seguido de 30 s
de agitacdo e 5 min de repouso para extracdo do 6leo diesel residual. Com a
separacao das fases organica e aquosa, a fracdo organica foi deixada para
evaporar em capela de exaustdo em temperatura ambiente por um periodo de
72 h. Controles abi6ticos foram realizados nas mesmas condi¢des e o 6leo diesel
residual recuperado foi usado para estimar as perdas por evaporacdo e
manipulacao.

A porcentagem de 6leo diesel biodegradado foi calculada pela Equacédo

(PCA- PC) 1 (Equagéo 2)

00
PD

Biodegradacao =
Onde:
PCA: peso do diesel recuperado no controle abiotico;
PC: peso do diesel recuperado das culturas bacterianas;
PD: peso original do diesel introduzido.
Todos os ensaios, incluindo os controles abi6ticos dos suportes e do

consoércio livre, foram realizados em triplicata com trés réplicas bioldgicas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Quantificacdo da formacéao de biofilme por meio de cultura

O biofilme ¢é expresso pela formacdo de um aglomerado de
microrganismos e pela excrecdo de uma matriz polimérica de aparéncia
gelatinosa, com elevada capacidade de aderéncia sobre diferentes superficies
(Chaves, 2004; HA; O'TOOLE, 2015). A capacidade de formacéo de biofilme
pelo consércio A3 e pelas trés cepas constituintes do consércio foi verificada em
cada coluna da placa. Os resultados obtidos em meio BH (linhas de 1 a 6) e LB
(linhas de 4 a 8) estdo apresentados na Figura 10 e Gréfico 1.

Figura 10: Avaliacdo de formacédo de biofilme por coloracdo com cristal de

violeta.
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Gréfico 1. Formagéao de biofilme das cepas e do consércio A3 em meio BH e LB.
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Tabela 6: Formacédo média de biofilme em meio BH e LB.

Meio Consorcio/Cepa Formacéo de biofilme (FB)
A3 0,562+0,03
A313 (Acinetobacter seifertii) 0,210+0,08
o A314 (Achromobacter xylosoxidans) 0,009+0,01
A316 (Pseudomonas sp.) 0,042+0,04
A3 0,415+0,04
A313 (Acinetobacter seifertii) 0,197+0,07
- A314 (Achromobacter xylosoxidans) 0,010+0,01
A316 (Pseudomonas sp.) 0,006+0,00

No Gréfico 1, observa-se que todas as cepas constituintes do consorcio
A3 apresentaram formacédo de biofilme nos dois meios utilizados. A cepa A313
foi a que apresentou, quando cultivada em cultura pura a maior fixacdo do
corante cristal violeta e, consequentemente, maior formagéo de biofilme, sem
diferenca significativa entre os dois meios (meio BH, 0,210+0,08; meio LB,
0,197+0,07).

O consorcio apresentou melhor resultado na formacdo do biofilme em
relacdo as cepas isoladas. A formacéao de biofilme do consércio A3 no meio BH
(0,562+0,03) foi significativamente diferente (p<0,005) do produzido no meio LB
(0,415%0,04). Os controles negativos permaneceram incolores.

A formacéo de biofilme pode ser afetada por diversos fatores, tais como,
pH, temperatura, concentracdo de nutrientes do meio, caracteristicas do
microrganismo, tipo e superficie do material do suporte, entre outros. O
desenvolvimento dos biofilmes esta intimamente ligado a variedade de
espécies que o compdem e a disponibilidade dos nutrientes necessarios para o
crescimento dessas espécies (Buckman, 1997). Dessa forma, pode-se observar
0 quanto a variedade de cepas beneficiou a producdo de biofilme para o

consorcio A3.
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O meio BH (Bushnell Haas) € um meio de cultivo que apresenta todos os
nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano, exceto fontes de carbono,
sendo ideal para selecao de microorganismos degradadores de hidrocarbonetos
(Himedia, 2011). Baésso (2022) mostrou em seu estudo como diferentes
composic¢des do meio, utilizando caldo nutriente (CN), BH e BH suplementado
com Glicose e Lactato, podem afetar o crescimento microbiano. Guerra (2018),
demonstrou que o enriguecimento de meios distintos pode afetar o arranjo da
comunidade microbiana.

O género Acinetobacter, Achromobacter e Pseudomonas constituintes do
consorcio ja foram relatadas como formadoras de biofilme. Castro (2021),
apontou que diferentes isolados de Acinetobacter baumannii apresentaram-se
como fortes produtores de biofilme.

Na literatura, o género Achromobacter se mostra como formador de
biofilmes resistentes, especialmente a espécie A. xylosoxidans (CHANG et al.,
2015).

Pseudomonas sdo amplamente relatadas como formadoras de biofilme,
além da espécie P. aeruginosa, outras também apresentam essa propriedade,
tais como, diferentes cepas P. sp. AKS2, EJO1, U2, NAP-3, vesicularis,
saccharophilia, P. putina (CHANG et al., 2015; FUENMAYOR et al., 1998;
ROCKNE et al., 2000; WEISSENFELS et al., 1990; KAZUNGA e AITKEN, 2000;
ABUHAMED et al., 2004; TRIBEDI e SIL, 2013; CHIEN, LIN e WU, 2013). Chien,
Lin e Wu (2013) relataram que o género P. sp. cepa EJO1 apresenta resisténcia
a metais pesados, e quando associadas a biofilmes observaram melhoras nas
propriedades de resisténcia a contaminantes toxicos e a condicbes ambientais

adversas.

Os resultados mostrados revelam que para o consorcio A3 (Gréafico 1 e
Tabela 6, os meios de cultura afetaram significativamente a formacgao de
biofilme. Segundo Wu, M. et al. (2013), diferentes meios podem resultar em
composi¢cdes microbianas distintas, assim, o meio LB se apresenta como um
excelente meio que permite o crescimento e 0 meio BH suplementado com
0,5¢/L de extrato de levedura apresentou maior crescimento da comunidade

bacteriana. Ao longo do periodo de incubacdo, foi possivel observar o
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crescimento bacteriano na formacdo de uma pelicula transparente de tom

levemente amarelado, que ficou aderida fortemente sobre a superficie da placa.

6.2 Quantificacdo da formacé&o de biofilme por periodo de cultura

O processo de desenvolvimento do biofilme consiste em trés etapas
principais. A primeira € a ades&o inicial onde ocorre o primeiro contato entre 0s
microrganismos e a superficie guiada por forcas fisicas. Apos isso, da-se a
segunda etapa, chamada ancoragem, onde ocorre a ligagéo entre os complexos
bacterianos e a adeséo se torna irreversivel, essa € uma fase que apresenta um
rapido crescimento populacional. Depois de atingir uma taxa de crescimento
maximo, o biofilme entra em uma fase estacionaria de crescimento, e inicia a
Ultima etapa do processo, chamada fase de disperséo (Souza, 2017). No Gréfico
2e Tabela 7 sdo mostrados os resultados obtidos para a formagéo de biofilme do
consorcio A3 e das trés cepas constituintes do consorcio em diferentes periodos
de 24, 72 e 168 horas.

Gréfico 2: Formacao de biofilme das cepas e do consércio A3 pelo periodo de
24h, 72h e 168h.
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Tabela 7: Formacdo média de biofilme pelo periodo de 24h, 72h e 168h.

Consorcio/Cepa Periodo (h) Formacéo de biofilme (FB)
24 0,487+0,07
A3 72 0,492+0,11
168 0,486+0,07
24 0,286+0,02
A313 (Acinetobacter seifertii) 72 0,200+0,04
168 0,126+0,02
24 0,014+0,01
A314 (Achromobacter xylosoxidans) 72 0,011+0,01
168 0,005+0,01
24 0,051+0,05
A316 (Pseudomonas sp.) 72 0,014+0,01
168 0,007+0,01

No Gréfico 2, podemos observar que dentre as cepas, a A313 foi ainda a
gue resultou em maior formacdo de biofilme no periodo inicial de 24h
(0,286+0,02), apresentando diferengca significativa menor (p<0,005) nos
periodos posteriores de 72h (0,200+0,04) e 168h (0,126%0,02). Contudo,
apresentou elevada disperséo do biofilme, superior a 30 %, apds o periodo de
24h, que pode estar relacionada ao desprendimento de células, fatores
nutricionais, cisalhamento por efeitos fisicos e/ou a desidratacdo do biofilme
(Ivleva; Kubryk; Niessner, 2017; Souza, 2017). As cepas A314 e A315, além de
apresentarem capacidade inferior para a formacéo do biofilme, este é reduzido
a partir de 24 h.

O consoércio A3 apresentou formacéo de biofilme significativamente maior
(p<0,005) ao produzido pelas cepas isoladas, ao longo dos trés periodos

avaliados. O periodo de incubacdo para o consorcio ndo se mostrou como um
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fator significativamente impactante no processo de ancoragem ou na dispersao
do biofilme. Estes resultados indicam que, quando cultivadas em consaorcio,
ocorre contribuicdo entre as cepas constituintes tanto para a formagao quanto
para a manutencéo do biofilme formado.

Nos estudos realizados em diferentes amostras de A. baumannii foram
observadas que todas apresentaram formacdo de biofilme, em diferentes
guantidades. Com o passar das horas foi notado que algumas amostras
demonstraram desprendimento ou aumento gradativo de biofilme (Antunes et.
al, 2009).

Os resultados obtidos nos ensaios aqui mostrados, indicam que o tempo
nao afetou significativamente a formacao de biofilme do consércio A3, tornando

viavel a realizacdo da imobilizacdo em um prazo reduzido de 24 h.

6.3 Quantificagcdo de microrganismos imobilizados em diferentes suportes

No estudo de imobilizacdo, frequentemente sédo avaliadas a quantidade
de células viaveis para avaliagdo da eficiéncia dos suportes empregados no
procedimento. Dentre os diversos métodos aplicados para esta avaliacdo, a
técnica de contagem por espalhamento em placas (Pelczar et. al., 1996; Tortora
et al., 2000) € amplamente utilizada, além dessa, podemos citar ainda a
contagem por microgota (Sakdapetsin, Kaokhum e Pinyakong, 2021) ou em
camara de Neubauer (Santos, 2008; Kishkel et. al., 2015). Os resultados para
a quantificac@o de células viaveis do consércio A3 imobilizadas foram obtidos no
intervalo de 24 h (Tabela 8).

Tabela 8: Eficiéncia de imobilizacdo nos diferentes suportes. As células
imobilizadas foram desprendidas em banho ultrassénico e a contagem de CFU

realizada em meio LB-agar.

Suporte Descricao UFC (Média + dp)
Granulometria 2,5mm in 1,84+0,56 x108c
natura
Granulometria 2,5mm 2,71+0,84 x108¢c

com tratamento NaOH
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Granulometria 1mm in 1,07+0,41 x10°bc

natura
Casca de cupuacu

Granulometria 1mm com 1,55+0,71 x10°bc

tratamento NaOH

1cm? 2,22+0,79x10°b

Espuma de 1cms3 1,48+0,68x10%bc
Poliuretano

Bucha vegetal 1cms3 5,19+0,98x10°%

Na Tabela 8, os resultados obtidos mostram que todos os suportes
apresentaram uma grande quantidade de células aderidas. A caspa de cupuacu
foi utilizada em forma de granulo e em fragmentos de 1 cm2. Para os granulos
nas duas granulometrias de 2,5 mm e 1 mm, tanto in natura quanto com
tratamento quimico, foram obtidos resultados de contagem de células sem
diferenca significativa. O procedimento foi fortemente impactado pelos granulos
gue apresentaram baixa resisténcia fisica ao processo de agitacdo, a particao
do suporte em si pode ter fragilizado a correta ancoragem dos microrganismos
ao material, ocasionando dessorcdo. Posteriormente, para evitar a
desfragmentacado da casca de cupuacu das partes que tinham 1cmz foi realizado
a raspagem da parte mais fragil, chamada mesocarpo, resultando em amostras
mais resistentes, melhorando significativamente os resultados de adeséo de
células a sua superficie (2,22+0,79x10°0). Os controles negativos n&o
apresentaram crescimento de col6énias nas placas.

Salim et. al. (2015) compararam a adsorcao em casca de banana em po,
in natura e tratada com hidroxido de sodio (0,1 M), onde foi evidenciado maior
eficiéncia no material que foi submetido ao tratamento quimico. Segundo Souza
(2017), trés elementos principais podem afetar a adesdo das comunidades
microbianas: superficie, microrganismo e condicbes ambientais. Na superficie,
porosidade, topografia rugosa, resisténcia termomecanica e condicdes
compativeis a do microrganismo com capacidade de formacao de biofilme para

formacao de ligagdes fisico-quimicas fortes, sao fatores cruciais para a eficiéncia
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do suporte escolhido (Souza, 2017; Silva, 2016; KRAJEWSKA, 2004; GUPTA et
al., 2013; ZUCCA & SANJUST, 2014; SIRISHA et al., 2016).

O suporte de espuma de poliuretano resultou em uma contagem de
células sem diferenca significativa (p<0,005) com os dados obtidos nos granulos
de casca de cupuacu. Na literatura sdo encontradas diferentes conclusées no
uso de espumas de poliuretano para imobilizacdo microbiana, mostrando que o
género da espécie imobilizada é primordial no sucesso do processo. Maigian et
al. (2016), encontrou melhores resultados ao realizar a imobilizagéo de biofilmes
de Pseudomonas aeruginosa em espuma de poliuretano, do que em espigas de
milho e lascas de madeira. Ja Sakdapetsin, Kaokhum e Pinyakong (2021),
observou que a imobilizacdo de Exiguobacterium sp. foi mais bem sucedida em
bio-corddo, quando comparado a espuma de poliuretano.

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) foi a que apresentou melhor
imobilizacdo bacteriano do consorcio A3, exibindo uma viabilidade média de
células imobilizadas (5,19+0,98x10%) significativamente diferente dos demais
suportes. Wang, T., Su, E., Wang, X., Ele, A. (2020), selecionaram a bucha
vegetal para transportar microrganismos na degradagéo de poluentes em solo,
devido ao seu baixo custo, atoxicidade, biodegradabilidade e suas condi¢cdes
superficiais favoraveis, como grande area superficial, baixa densidade e elevado
volume de poros (Liu et. al.,, 1998); no estudo a imobilizagcdo favoreceu o
crescimento de Pseudomonas sp. e M. alpina e a degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH). Samhan, et al. (2017), mostraram
gue rafia de folha de palmeira, esponja, bucha vegetal e ggualh de milho moido
séo excelentes alternativas como biocarreadores de P. aeruginosa, C. sakazakii,
K. oxytoca e B. bronquispetica utilizando petrdleo bruto como fonte de carbono.
Kishkel et. al. (2015), apresentou o sucesso do procedimento de imobilizacédo de
Saccharomyces cerevisiae em bucha vegetal tratada com hidroxido de sédio
(2%). Estes dados corroboram os resultados deste trabalho, no qual foi
demonstrado melhor imobilizacdo do consorcio A3 em bucha vegetal. Os
controles negativos ndo apresentaram crescimento de colbnias nas placas.

Diante deste cenério, diversos outros materiais naturais, tais como 0s
residuos agroindustriais, podem se tornar alternativas no processo de
imobilizag&o de microrganismos. Hasanzadeh et al. (2020), utilizaram cascas de

noz para imobilizar microrganismos para tratamento de aguas com elevada
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concentracdo salina derivada de campos petroliferos, demonstrando uma
promissora e gradual degradacdo dos hidrocarbonetos mais complexos. De
Toledo et al. (2019) aplicaram a imobilizagdo em cavacos de madeira e outros
materiais oriundos de reaproveitamento de residuos, observando que técnicas
hibridas de fisica/sorcéo e biologica/imobilizacdo sdo promissores na remogao
de contaminantes devido a caracteristicas biossorventes, promovendo até
mesmo a reducédo do tempo do processo em alguns casos especificos.

Os resultados mostram que a bucha vegetal foi 0 suporte que apresentou
melhor aderéncia das bactérias do consorcio A3, dessa forma, maior viabilidade
de células imobilizadas, com um nimero de UFCs superior a todos os suportes

utilizados.

6.4 Avaliacdo do Suporte por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os ensaios de microscopia sdo fundamentais para a avaliacdo da
morfologia da superficie dos suportes que serdo beneficiados na etapa de
imobilizagdo dos microrganismos. O MEV auxilia também na observagdo da
guantidade e das caracteristicas das células imobilizadas. A estrutura dos
suportes, antes e apos a imobilizacdo do consorcio bacteriano, foi avaliada e os

resultados séo apresentados na Figuras 11 e 12.

Figura 11: A) Casca de cupuagu granulometria 1mm in natura, B) Casca de
cupuacu granulometria Imm in natura com o consorcio A3 imobilizado, C) Casca
de cupuacu granulometria 1mm com tratamento NaOH, D) Casca de cupuacu
granulometria Imm com tratamento NaOH com o consércio A3 imobilizado, E)
Casca de cupuacu granulometria 2,5mm in natura, F) Casca de cupuacu
granulometria 2,5mm in natura com o consorcio A3 imobilizado, G) Casca de
cupuacu granulometria 2,5mm com tratamento NaOH e H) Casca de cupuacgu

granulometria 2,5mm com tratamento NaOH com o consorcio A3 imobilizado.
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De acordo com os resultados obtidos por MEV (Figura 11) dos granulos
de casca de cupuacu, em todos os tratamentos avaliados houve a imobilizacéo
do consorcio A3 no suporte lignocelulésicas. Na Figura 11A e 11C, e na 11E e
11G, é possivel observar que o tratamento quimico com hidréxido de sédio foi
eficaz na remogdo da camada mais externa dos granulos de 1 e 2,5 mm,
mostrando uma superficie mais uniforme antes do tratamento e uma superficie
mais irregular apos o processo, consequentemente, aumentando a superficie de
contato. Esse resultado corrobora os dados obtidos na contagem de células
viaveis do topico anterior, onde foi observado uma maior densidade de bactérias
ancoradas no suporte da Figura 11D de granulometria 1 mm e tratamento com
NaOH, embora sem diferenca significativa, devido a baixa resisténcia
encontrada no suporte. Esse resultado é validado também por Salim et. al.
(2015) e Souza (2017), que observaram que a topografia das superficies dos

suportes foi fundamental na ancoragem da comunidade microbiana.

Figura 12: A) Casca de cupuacu, com dimensdes de aproximadamente 1 cm?2,
B) Casca de cupuacu, com dimensdes de aproximadamente 1 cm? com O
consorcio A3 imobilizado, C) Espuma de poliuretano, com dimensfes de
aproximadamente 1 cm3, D) Espuma de poliuretano, com dimensdes de
aproximadamente 1 cm3 com o consorcio A3 imobilizado E) Bucha vegetal, com
dimensdes de aproximadamente 1 cm3, F) Bucha vegetal, com dimensdes de

aproximadamente 1 cm3 com o consorcio A3 imobilizado.
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Na Figura 12A € mostrada a casca de cupuagu com uma superficie mais

plana e alguns laminas resultantes do processo de raspagem para remoc¢ao do
mesocarpo. Na Figura 12B € possivel observar que a extensdo mais lisa da
camada possibilitou uma excelente fixagdo do consorcio sobre a superficie,
criando regides bem estruturadas/complexas de biofilme. Nas Figuras 12C e 12D
€ possivel observar que a camada de espuma de poliuretano se mostrou
levemente irregular, sendo também capaz de imobilizar uma grande quantidade
de células. A bucha vegetal, evidenciada nas Figuras 12E e 12F, mostrou uma
superficie extremamente rugosa, com elevada porosidade, beneficiando a
deposicdo das células na depressdo dos sitios. Segundo Souza (2017)
superficies de topografia mais rugosa sdo vantajosas para colonizacdo com
favoravel formacéo de biofilme nos poros, gerando uma protecdo a comunidade
bacteriana contra a tensdo de cisalhamento devido aos efeitos fisicos. A
ultraestrutura da bucha vegetal (Figuras 12E e 12F) corrobora os resultados
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obtidos para eficiéncia de imobilizagcdo (Tabela 8), onde foi observada uma
densidade de células imobilizadas em bucha vegetal significativamente superior
aos demais suportes avaliados.

A partir dos resultados obtidos de contagem células viaveis e imagens de
MEV da superficie dos suportes, foram selecionados 4 suportes para serem
analise de biodegradacdo: casca de cupuacu com granulometria 1mm com
tratamento NaOH, fragmentos de casca de cupuacu, poliuretano e bucha

vegetal.

6.5 Quantificacdo da degradacéo de diesel pelo consorcio livre e imobilizado

A andlise gravimétrica € amplamente aplicada para determinacdo
guantitativa residual de petrdleo bruto em ensaios de degradacdo de
hidrocarbonetos (Latha e Kalaivani, 2012; Shahaby, Alharthi e El Tarras, 2015).
No Grafico 3 sdo mostrados os resultados obtidos da biodegradacédo do 6leo

diesel pelo consorcio A3 imobilizado nos diferentes suportes, por gravimetria.

Gréfico 3: Taxa de biodegradacéo pelo consorcio livre e imobilizado em casca
de cupuagu com granulometria 1mm com tratamento NaOH, fragmentos de

casca de cupuacgu, poliuretano e bucha vegetal.

% de degradagao

Consdrcin livee Fragmentn de buchs vegetsl — Fragmentn de casca de cupuacy  Fragmento de paliuretano Branulos de casea de cupuagy

Consorcio Livre e Suportes Imobilizados

51



Tabela 9: Taxa de biodegradacao do 6leo diesel.

Suporte Descricao Biodegradagéao (%) Controle
+dp negativo
(perdas) (%)

Casca de Granulometria 1Imm com 79,1+3,38b 14,2+3,91
cupuacu tratamento NaOH
Casca de 1cm?2 69,8+2,14c 10,7+1,78
cupuagu
Espuma de lcmd 74,31£2,02bc 11,8+0,69
Poliuretano
Bucha vegetal 1lcms 91,8+1,86a 8,1+0,92
Consorcio Livre Bactérias ndo 71,2+3,47cC 8,1+1,01
imobilizadas

No Gréafico 3 e Tabela 9, podemos observar que todos 0s suportes
apresentaram elevada taxa de biodegradacdo apds o periodo de 7 dias. O
suporte de casca de cupuacu em fragmentos de 1 cm? (69,8+2,14) e o consorcio
livre (71,2+£3,47) foram os que apresentaram menor taxa de degradacao do 6leo
diesel, ndo apresentando diferenca significativa (p<0,005) entre eles.

O granulo de 1 mm da casca de cupuacgu tratado com NaOH (79,1+3,38)
e a espuma de poliuretano (74,3+2,02) apresentaram biodegradacdo meédia
superior a 74 %, sem diferenca significativa (p<0,005), ambos o0s suportes.
Contudo, quando comparado a degradacdo mediada pelo consércio livre, o
imobilizado em casca de cupuacgu granulado (1 mm/NaOH) houve um aumento
significativo na taxa de degradacao do 6leo diesel.

O consorcio imobilizado em bucha vegetal apresentou taxa de
biodegradacao significativamente superior (p<0,005) ao obtido pelos demais
suportes e ao consércio A3 livre. Sah et al. (2023) demonstraram que a
imobilizagcdo atuou como agente favoravel ao processo de biodegradacao,
aumentando a capacidade da comunidade bacteriana de fragmentar compostos

do diesel na concentracdo de 1%. Os autores obtiveram uma melhor taxa de
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biodegradacéo por células imobilizadas em granulos de alginato (80,39 %) em
comparacao as células livres (68,21 %). Os resultados obtidos neste trabalho
estdo de acordo com dados descritos na literatura.

As perdas dos controles abiodticos de alguns dos suportes apresentaram
resultados superiores a 10 %. O aumento da perda pode estar relacionado ao
processo de biossorcao de parte 6leo diesel pelo suporte lignoceluldsico e/ou
perdas por evaporacdo e manipulacao durante o experimento (Stepanovic, et al.
2007; Toledo et al., 2019).

Vérios parametros podem afetar a taxa de degradacdo derivados de
combustiveis fosseis, tais como temperatura, pH, concentracdo de diesel e
tempo de cultivo (Jerin, 2021).

Shahaby, Alharthi e El Tarras (2015) descreveram o estudo da
biorremediacao de 4 cepas bacterianas isoladas de uma regido contaminada por
petréleo bruto na regido de Taif na Arabia Saudita. Além de realizar a
identificacdo das cepas, também foi realizado o0 monitoramento da degradacao
do Oleo pela técnica de gravimetria pelo periodo de 5 dias alcancando taxas
superiores a 93 %. Nwakanma e Obih (2015) ao analisarem a degradagé&o por
11 cepas isoladas de Enubu na Nigeria, observaram que apods 14 dias de
incubacao, obtiveram uma degradacao de petroleo bruto de até 60%.

A gravimetria também é bastante aplicada para quantificar biodegradacéao
em solos contaminados. Varjani e Upasani (2019) avaliaram o desempenho da
P. aeruginosa em diferentes condi¢cdes de bioestimulacdo e bioaumentagcao
obtendo resultados por gravimetria de até 96 % de degradacédo das fracdes de
hidrocarbonetos. Anjum (2022) estudou a degradacao de diesel utilizando duas
cepas em solo contaminado, encontrando apés 25 dias de incubagéo taxas de
67,57 para a Pseudomonas sp. e 52,95% para a Micrococcus sp., entretanto, a
combinacdo das duas espécies atingiu uma capacidade de aproximadamente
90% de reducao do dleo.

Os resultados mostrados apontam que dentre todos 0s suportes
avaliados, a bucha vegetal € o mais promissor para aplicacdo de imobilizagcao do
consorcio A3 para emprego em processos de biorremediacdo. Sendo observado
uma taxa de degradacéao de 91,8 % do 6leo diesel em um periodo de 7 dias. Este
percentual de degradacao, aléem de comparavel aos melhores indices descritos
na literatura, foi obtido apés apenas 7 dias de cultivo, portanto, representando
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uma vantagem sobre varios microrganismos degradadores reportados em banco
de dados disponiveis. Ressalta-se ainda, que a bucha vegetal € um produto
biodegradavel e de féacil cultivo, e que a sua utilizagdo como suporte para
microrganismos em processos de biorremediacao ira potencializar a sua cadeia
produtiva.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados descritos neste trabalho, concluiu-se que o método
de imobilizacdo em bucha vegetal por adsor¢cdo do consorcio bacteriano A3
possibilitou um aprimoramento na degradacao dos hidrocarbonetos presentes
no 6leo diesel, sendo obtido um produto promissor para area de biorremediacao.

O processo de formacédo de biofiime foi fundamental para a fixacdo do
consércio aos suportes escolhidos. A relacdo meio e tempo de incubacéo para
as cepas isoladas e para o consorcio, foi primordial na definicdo dos parametros
de trabalho para a etapa de imobilizacéo.

A partir do MEV foi possivel observar que todos os suportes apresentaram
boa fixacdo das bactérias, entretanto, suportes com maior rugosidade e poros
apresentaram maior concentracao de células impregnadas nos vales.

Quando se avalia a contribuicdo da rugosidade dos suportes observada
nas imagens de alta resolucdo da superficie das amostras obtidas por MEV,
podemos dizer que ela foi um fator chave nas analises de contagem de células
impregnadas e no processo de biodegradacdo. Na contagem celular foi
observado que todos os suportes apresentaram uma contagem de fixagao de
células aproximadas, com excecdo da bucha vegetal que apresentou maior
contagem, levando em consideracao seu elevado volume de poros.

A relacdo rugosidade e o método de degradagdo por 7 dias também
influenciou fortemente os resultados de gravimetria, visto que, a agitacao por
um longo periodo favoreceu o desprendimento/dessorcdo das bactérias
posicionadas mais externamente nos suportes com caracteristicas superficiais
menos rugosas.

Dando continuidade para validacdo do produto imobilizado como uma
ferramenta sélida nos processos de biorremediacdo, outras atividade futuras
podem ser aplicadas para avaliar a influéncia da bioaumentacao e biestimulacao
no crescimento do consorcio A3, aléem da analise cromatografico do diesel

degradado.
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