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RESUMO

A atividade industrial petroquimica é responsavel por grandes
despejos de poluentes organicos e inorganicos no ambiente.
Dentre os elementos inorganicos, podemos destacar o vanadio,
arsénio, niquel, dentre outros que possuem caracteristica de
persisténcia no ambiente, causando, assim, o acumulo desses
elementos. Ha muitos estudos que mostram o efeito negativo
de alguns desses elementos na degradacédo dos hidrocarbo-
netos, afetando, diretamente, os processos de biorremediagao.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do niquel na
biorremediagdo do 6leo cru em solo multicontaminado e estu-
dar as alteragbes na estrutura da comunidade microbiana. Para
tal, foram realizados ensaios em microcosmos verificando a
influéncia da concentragcao do metal, da concentragdo do 6leo
e do teor de umidade na remogao dos hidrocarbonetos totais
de petrdleo por um periodo de 67 dias. Foi utilizado o planeja-
mento fatorial completo (23) (Design Expert - Stat Easy®) como
ferramenta para analise estatistica dos resultados das influén-
cias. O parametro resposta foi o percentual de remogao dos
hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP), quantificados por
espectrometria no infravermelho (Infracal®). Para o monitora-
mento das comunidades microbianas do solo foi realizada
contagem de bactérias heterotréficas totais, bactérias degrada-
doras de d6leo cru e a técnica de PCR-DGGE utilizando dife-
rentes marcadores moleculares. Posteriormente, fez-se uma
ampliagdo dos experimentos para a escala semi-piloto em um
reator com capacidade de 8 kg de solo, no qual foi simulado
um processo de biorremediagédo de 6leo cru (5% p/p) na pre-
senca de niquel (260 mg/kg). Os resultados obtidos de remo-
¢ao de HTP indicam um atraso significativo na degradagéo do
6leo na presenga desse metal, nos primeiros 15 dias de trata-
mento. A umidade foi o fator de maior influéncia positiva nos
experimentos por todo o periodo analisado. Ao final do trata-
mento (67 dias), o 6leo passou a ser o parametro de maior



influéncia negativa, demonstrando uma adaptabilidade da co-
munidade microbiana a presengca do niquel. Em relacdo as
contagens, seus perfis foram diretamente influenciados pela
umidade. As analises dos geis de DGGE indicaram que todos
os tratamentos se diferenciaram entre si, exceto os tratamentos
contendo o6leo (5% p/p) com Ni (130 mg/kg) e 6leo (5% p/p)
com Ni (260 mg/kg). Quando comparamos os marcadores mo-
leculares entre si, a maior parte demonstrou um comporta-
mento distinto. 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 alteragado direta nos perfis da comunidade e um compor-
tamento distinto entre os diferentes marcadores usados. O
grupo das y-proteobacterias, provavelmente, teve uma maior
relagdo com as alteragdes, inclusive por possuir grupos impor-
tantes que participam desses processos, como o das
Pseudomonas. No entanto, a capacidade de adaptacdo dos
micro-organismos, assim como sua diversidade, foi capaz de
superar a influéncia negativa inicial da presenga do metal e
promover um percentual de remocgéao final (préximo a 30%)
bastante similar nos diferentes sistemas que continham um
valor de umidade maximo. Com relagdo ao biorreator, as taxas
de remocéo finais foram similares as obtidas em microcosmos,
porém, no biorreator, o valor de 30% de remocéo foi atingido
em apenas 7dias, refletindo a eficiéncia de operacgéo atribuida
ao mesmo.

Palavras-chave

Biorremediagcdo, multicontaminagdo, niquel, hidrocarbonetos,
DGGE, biorreator.



ABSTRACT

The petrochemical industrial activity is responsible for huge
discharges of organic and inorganic pollutants in the environment.
Among the inorganic elements, vanadium, arsenic, nickel,
among others, have a characteristic of persistence in the
environment, causing, thus, their accumulation. There are many
studies showing the negative effect of some of those elements in
the hydrocarbons’ degradation, affecting, directly, the
bioremediation process. The study aimed at evaluating 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 accomplished
in microcosms monitoring the influence of metal concentration,
oil concentration and moisture content in the removal of total
petroleum hydrocarbons for a period of 67 days. Full factorial
design (23) was used (Design Expert - Easy Stat®) as a tool for
statistical investigation of the influence of those parameters.
The response parameter was the total petroleum hydrocarbons
(TPH) removal percentage, quantified by infrared spectroscopy
(Infracal®). For monitoring the soil microbial communities, the
counting of total heterotrophic bacteria, crude oil degrading
bacteria and PCR-DGGE using different molecular markers
were performed. It was also made a scale up using a pilot
bioreactor with capacity for 8 kg of crude oil bearing soil (5%
w/w) and 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 highest positive influence in the experiments
throughout the analyzed period. At the end of the treatment (67
days), oil had become the most negative parameter influece,
showing an adaptability of the microbial community to the
presence of nickel. Regarding the microorganisms counting
operation, their profiles were directly influenced by moisture.
The DGGE gels analyses showed that all treatments differed



from one another, except oil treatments (5% w/w) with Ni (130
mg/kg) and with Ni (260 mg/kg). When comparing the molecular
markers between them, most showed a distinct behavior, 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. The group of y-proteobacteria probably had a
higher correlation with the changes, as it contains the major
groups involved in these processes, such as Pseudomonas.
However, the adaptability of microorganisms, as well as their
diversity, was able to overcome the negative influence of the
initial presence of that metal and promoted a final degradation
percentage (close to 30%) very similar in different systems that
had a maximum humidity value. 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
operation efficiency attributed to the bioreactor.

Keywords

Bioremediation, multicontamination, nickel, hydrocarbons, DGGE,
bioreactor.
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1| INTRODUGCAO

1.1 | Contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos de
petréleo

As praticas industriais dos ultimos 200 anos provocaram gran-
des disturbios na maioria dos ecossistemas. Como resultado
desses disturbios podemos citar a diminuicdo da diversidade, a
extingdo de muitas espécies sensiveis e a selegao de espécies
cosmopolitas adaptadas ao ambiente sobre determinado es-
tresse (KOZDROJ & VAN ELSAS, 2001).

O processamento do petréleo pode oferecer riscos de aciden-
tes e consequentes contaminagdes. Os impactos ambientais e
de saude publica gerados podem ocorrer desde a etapa de
exploragdo, passando pela geragédo de residuos (soélidos e li-
quidos) e emissbes 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 da incidéncia de cancer nos ossos, cérebro e
pulmdes, além de leucemias em individuos residentes proximos
as industrias petroquimicas, induzido pelas mesmas.

Todo esse impacto gerado pela contaminagdo dos recursos
naturais promove uma alteragdo no meio ambiente, principal-
mente na atividade microbiana presente, que tenta restabelecer
um novo equilibrio.

A participagdo dos micro-organismos nos processos de biode-
gradacdo dos hidrocarbonetos foi estabelecida como sendo
uma fungéo do ecossistema (nicho ecolégico) e das condigbes
locais do ambiente (ALEXANDER, 1994). A microbiota hetero-
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trofica da maioria dos ambientes inclui a populagdo degrada-
dora de hidrocarbonetos que ocorre naturalmente. Essa carac-
teristica inerente proporciona um grande potencial de metaboli-
zar os hidrocarbonetos. Assim sendo, a adigdo de petréleo 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 percolagdo do petréleo através
do solo reduz a aeragdo e modifica o balango C:N para as
comunidades microbianas presentes, alterando a diversidade e
0 numero de micro-organismos no ecossistema (ALEXANDER,
1994).

A primeira exposi¢do da comunidade microbiana aos hidrocar-
bonetos, seja por derrame acidental de 6leo, disposicdo de
residuos oleosos ou por fendmenos naturais, € importante para
a determinacdo do tempo do processo de eliminagdo do
hidrocarboneto no ambiente. Esse fendmeno, que resulta em
um aumento do potencial da comunidade oxidante dos
hidrocarbonetos, é chamado de adaptacdo (ATLAS, 1991). Os
trés mecanismos inter-relacionados os quais levam a adap-
tacdo sdo: (a) indugédo de enzimas especificas; (b) mudangas
genéticas que resultam em novas capacidades metabdlicas; (c)
enriguecimento seletivo de micro-organismos capazes de trans-
formar o composto em questdo. Com relagdo ao enriqueci-
mento seletivo, o nimero de micro-organismos que utilizam
hidrocarbonetos, assim como a sua proporgdo na comunidade
heterotrofica, aumenta com a exposigdo ao petrdleo e seus
derivados, geralmente, refletindo o grau de contaminagdo do
ecossistema (KORDA et al., 1997).
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1.2 | Os metais

Tem-se verificado, ao longo do desenvolvimento tecnoldgico
mundial, uma contribuicdo crescente das fontes antrépicas de
metais para o solo, o que resulta na poluigdo de extensas
areas e no avango do impacto negativo destes sobre o meio
ambiente (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). De acordo com
Gadd & White (1993), a combustdo do carvao mineral é a ativi-
dade que contribuiu com maior niumero de metais poluentes
para o solo, sendo esta seguida pela deposicdo de lodo de
esgoto e residuos da industria petrolifera e siderargica. A ele-
vacgao na concentragdo de metais no solo interfere diretamente
no ciclo desses elementos na natureza e também pode influen-
ciar de modo negativo nos demais processos com interferéncia
no ecossistema (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Os estudos das transformagdes inorganicas dos metais tiveram
inicio no final do século XIX, quando o pesquisador russo
Serguei Winogradsky evidenciou o modo quimiolitotréfico da
vida microbiana. Por este metabolismo, micro-organismos fi-
xam CO, através da energia de oxidacdo de compostos
inorganicos. A atividade quimiolitotréfica, além de ter grande
importancia geoquimica, tem aplicagdo na lixiviagdo ou solubili-
zacdo de minerais através do processo conhecido como
biolixiviagdo ou biometalurgia. A microbiota interfere, ativa-
mente, nas transformagdes e ciclos de varios elementos no
solo, influenciando o fluxo destes no ecossistema e podendo
causar deficiéncia ou fitotoxidez de micronutrientes e até pro-
blemas ambientais.

Os metais encontram-se em formas diversas no solo, como:
soluveis em agua, retidos nos sitios de troca, adsorvidos ou
complexados aos coloides organicos e inorganicos. Esses ele-
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mentos, quando presentes em residuos organicos vegetais,
animais e outros como lodo de esgoto, por exemplo, s&o libera-
dos mediante biodegradacédo, produzindo quelatos organicos e
metais livres, os quais vao para a biomassa, entram nas diver-
sas formas do estoque de metais do solo ou sdo absorvidos
pelas plantas ou ainda lixiviados. Assim, como ocorre com
outros elementos, os metais passam por uma biociclagem no
solo através da absorcao pelas plantas, biomassa microbiana e
transformagédo em formas livres (i6nica) ou de quelatos, que se
equiliboram com as demais formas encontradas no solo. Por-
tanto, os elementos metalicos, além de sofrerem inumeras
transformacgdes, estdo também sujeitos a mineralizagdo e a
imobilizagao temporaria na biomassa. Muito pouco se conhece
sobre a capacidade da biomassa microbiana do solo em arma-
zenar metais, especialmente daqueles metais sem funcao fisi-
olégica conhecida, como o Cd e Hg (MOREIRA & SIQUEIRA,
2002).

Os tratamentos de locais contaminados com metais sé&o dificeis
de serem realizados, pois: (1) a contaminagdo normalmente é
heterogénea, em escala macro (distribuicdo do metal no ambi-
ente, tanto na sua disperséo vertical, quanto na horizontal) e/ou
escala micro (formas quimicas ou fisicas da interagdo do metal
com a matriz do solo); (2) o metal nao 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 que contaminou um determi-
nado volume de solo ndo é suficiente para uma avaliagdo de
risco e escolha de uma estratégia de tratamento. E preciso
identificar as diferentes formas do metal, assim como as
caracteristicas do solo como o valor de pH, capacidade de
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troca catibnica, granulometria, mineralogia e quantidade de
matéria organica (DERMONT et al., 2008).

1.3 | Multicontaminag¢6es: compostos organicos e
metais pesados

Dermont e colaboradores (2008) abordaram a questédo do tra-
tamento de solos multicontaminados por metal e por compostos
organicos, mostrando (Figura 1) um aumento de mais de 300%
do volume desse tipo de material (sedimentos, solo e lodo) de
1994 a 2003 (USEPA, 1996; USEPA, 2004).

= Metais + compostos organicos
jo 42,7 .
w 30 ¥ Metais apenas

1994 2003

Fonte: adaptado de DERMONT, 2008.

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.

A importancia da elucidagdo dos processos de multicontamina-
¢des vem, também, aumentando em consequéncia da necessi-
dade de monitoramento e remediagao dessas areas. Em 2007,
Nadal e colaboradores (2007) publicaram um trabalho de mo-
nitoramento de areas com atividade industrial quimica, petro-
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quimica, urbana e nao poluida no ano de 2002 e 2005, sendo
que a Unica area que apresentou aumento da concentragdo de
todos os metais avaliados (arsénio, cadmio, cromo, chumbo e
vanadio), foi a de atividade petroquimica.

Irha e colaboradores (2003) estudaram o efeito de metais pe-
sados e hidrocarbonetos policiclicos armaticos (HPA) na es-
trutura de comunidade microbiana de diferentes tipos de solo
usando a atividade desidrogenasica e concluiram que o efeito
negativo dos poluentes na comunidade microbiana do solo
variava em relacdo a quantidade de matéria orgénica encon-
trada em cada tipo. A matéria organica do solo & importante
para reduzir a fragao soluvel dos contaminantes e a biodispo-
nibilidade dos mesmos, diminuindo o efeito de persisténcia dos
poluentes organicos. Muitos outros trabalhos também obtive-
ram um efeito negativo, por testes enzimaticos (urease e desi-
drogenase), 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 inibigdo da biodegradagéao de
hidrocarbonetos monoaromaticos pela presenga de metais
pesados, Amor e colaboradores (2000) testaram varios metais
pesados (zinco, niquel e cadmio) na inibi¢do da biodegradagéo
do tolueno em meio de cultura e concluiram que o niquel foi o
metal com maior influéncia negativa, seguido pelo cadmio e por
ultimo o zinco.

Dermont e colaboradores (2008) abordaram a questao da influ-
éncia dos compostos organicos nos tratamentos de solos con-
taminados por metais. Nesse sentido, o poluente orgéanico al-
tera a mobilidade do metal no solo (GALVEZ-CLOUTIER &
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DUBE, 2002) e acaba por prejudicar os tratamentos fisico-qui-
micos para retirada do metal. Em relagcdo aos tratamentos, os
compostos organicos volateis afetam os processos de solidifi-
cacgao e/ou estabilizagdo, ja os compostos viscosos afetam as
técnicas de lavagem do solo. Portanto, primeiramente os com-
postos organicos devem ser retirados para a posterior remogao
do metal.

Para a remogéao do dleo, o tratamento mais adequado € a bior-
remediagdo como discutido anteriormente, porém o impacto no
solo pela contaminagao por petroleo 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 biolégicos catalisados pelos micro-
organismos do solo (TESTA, 1997).

As fontes de informacdes sobre areas multicontaminadas ainda
sdo bastante escassas em termos especificos para cada metal,
sendo que existe um fator complicador que € 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 am-
biente, assim como os efeitos da toxidez do poluente. Nesse
esquema & possivel ver a complexidade dessas interagdes, as-
sim como o numero de variaveis, porém sé é possivel ter con-
trole do processos de descontaminagéo se esclarecermos tais
informacoes.
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1.4 | A biorremediagédo e a ecologia microbiana

Ha registros de contaminacgao por petréleo desde 1754; porém,
foi a partir da década de 60 que as atencbes foram voltadas
para esse problema, gerando o desenvolvimento de varias téc-
nicas de tratamento. Essas técnicas baseiam-se em processos
fisicos (lavagem e extragdo por vapor), quimicos (extragao por
solvente e processos oxidativos avangados — POAs, desaloge-
nacdo quimica), térmicos (dessorcdo térmica, incineragao) e
bioldgicos (“landfarming”, biopilhas, biorreatores etc.) (URURAHY,
1998).

Ha varias definicdes para o termo biorremediacdo, porém é
importante ressaltarmos duas delas. A primeira, descrita pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA),
conceitua biorremediagdo como “o processo de tratamento que
utiliza a ocorréncia natural de micro-organismos para degradar
substancias toxicamente perigosas, transformando-as em subs-
tancias menos ou nao téxicas”. A segunda definicao, feita pelo
Escritério de Estudos Geolégicos do Departamento do Interior
do Governo Americano (USGS), leva em consideragdo o uso
de plantas nos processos de biorremediagéo, considerando “o
uso de agentes bioldgicos, tais como bactérias e plantas para
remover ou neutralizar contaminantes, como poluentes do solo
e da agua” (MARTINS et al., 2004 apud RIZZO, 2008).

A biorremediagéo do petréleo € mediada por micro-organismos
capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de energia e
carbono (RON, 2000). Esses micro-organismos sao versateis,
sendo capazes de degradar varios tipos de hidrocarbonetos —
alcanos lineares de cadeia curta e longa, inUmeros compostos
aromaticos e policiclicos aromaticos (RON & ROSENBERG,
2002).
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O aprimoramento da biorremediagdo como uma ferramenta til
na recuperagao de solos contaminados tem sido, em grande
parte, baseado no aumento do conhecimento da fisiologia,
ecologia e bioquimica das populag¢des hidrocarbonoclasticas
presentes no solo e de como os contaminantes sdo metaboliza-
dos pelos micro-organismos.

A biorremediacéo explora a diversidade genética e a versatili-
dade metabdlica dos micro-organismos para a transformagao
de contaminantes em produtos finais menos téxicos, os quais
sao integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais (ALEXANDER,
1994).

O conhecimento da diversidade bacteriana e os estudos de
ecologia microbiana sdo essenciais para o entendimento do
papel das comunidades microbianas nos diferentes processos
que ocorrem no solo. Varias condicbes 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) a presenga deste organismo no
ambiente que contenha as substancias a serem biodegrada-
das. Apesar de muitos micro-organismos estarem presentes
em muitos ambientes, sitios especificos podem n&o 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 micro-orga-
nismo nao ter acesso ao composto que ele tem capacidade de
metabolizar (VAN ELSAS & SMALLA, 1997).

Durante muitos anos, a metodologia empregada no estudo des-
ses micro-organismos era baseada em técnicas de cultivo e
isolamento (HEAD et al., 1998). Dessa forma, apenas uma pe-
quena parcela desses organismos era estudada. Um exemplo é
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o dominio Bactéria que sao 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 fung¢des ecoldgicas contidas nesses
ecossistemas (KOZDROJ & VAN ELSAS, 2001).

A utilizacdo de métodos moleculares, através da analise por
indicadores moleculares (por exemplo, DNA, RNA e fosfo-
lipidios) extraidos diretamente do solo, é eficiente para superar
as limitagbes das técnicas convencionais de cultivo (VAN
ELSAS et al., 1998).

Portanto, tais técnicas permitem um conhecimento mais apro-
fundado dos grupos microbianos presentes, apds a selegao
imposta por condigbes extremas, como a presenga de
substancias poluentes e de suas formas distintas de trata-
mento. Do ponto de vista técnico, esses métodos séo viaveis
porque sdo rapidos e sensiveis para identificar e monitorar a
populagdo microbiana presente e atuante no processo de
biorremediagdo (CUNHA 2004; WATANABE & HAMAMURA,
2003).

1.5 | Biorreatores

A maior parte dos processos de biorremediagéo se depara com
problemas como a heterogeneidade do contaminante no solo,
assim como a incorporagcdo homogénea de aditivos e oxigénio.
A utilizagcdo de biorreatores é capaz de sanar tais limitagoes,
favorecendo, principalmente, o tratamento de solos argilosos
que possuem uma maior dificuldade de percolacéo intrinseca.
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Dentre as vantagens associadas a essa tecnologia estdo o
controle maior das condi¢des 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 homogeneizagao controlada (agitagao continua ou desconti-
nua) possibilitando, também, o controle da degradagao do 6leo
no solo de forma mais representativa. A caracteristica de ser
um sistema fechado oferece maior seguranga fisica e ambien-
tal. E por fim, o tempo de tratamento para a descontaminagao
do solo, em geral, € menor comparado a outros métodos biol6-
gicos. O tempo de tratamento de biorremediacéo esta direta-
mente relacionado ao custo, onde este se situa entre U$30,00
e U$85,00 por tonelada de solo tratado (ALEF & NANNIERI,
1995; RIZZO, 2008).
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2| OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do niquel
na degradacgéo do 6leo cru durante o processo de biorremedia-
¢do 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, as influéncias dos parametros
(6leo, metal e umidade), utilizando uma analise fatorial com-
pleta;

2. Avaliar os perfis das comunidades microbianas domi-
nantes 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 semipiloto, para
verificar a eficiéncia da ampliagédo de escala.
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3| METODOLOGIA

3.1 ]| Solo

O solo utilizado nos experimentos foi coletado na regido
Nordeste do Brasil, proximo a uma area de exploragédo de pe-
troleo. Esse solo (aproximadamente 235 kg), apds secagem,
foi submetido a desagregacao em um britador de mandibulas e
classificado em uma peneira de 4 malhas Tyler (4,699 mm),
para separar folhas, galhos e raizes e, em seguida, foi feita a
homogeneizagéo conica e quarteamento da amostra.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo estdo apresentadas
na Tabela 1. Através dos dados de fertilidade obtidos, foram
realizados calculos para certificar se haveria a necessidade da
adicdo de nutrientes para manter uma relagdao de C:N:P de
100:10:0,39, conforme estudos realizados por Rizzo et al,
2008. Com os teores apresentados, nao foi necessario a incor-
poragéao de fonte de nitrogénio e fésforo ao solo.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e de fertilidade do solo usado

nos experimentos.

Propriedades Fisico-Quimicas

pH 6,0
Densidade Bulk (g/mL) 0,96
Densidade de Particula (g/mL) 1,86
Porosidade (%) 48
CRA (%) 42
Fertilidade
Na |[ca|mg| k [Ha[A] s [T
-------------------------- Cmol/dm3----=mmeemmmeemmaeeev
0066 | 24 | 77 [ 002 | 92 | o [ 3179 | 4090
Vv m n C.org
%
78 0 0 6
P \ K N
MQIL ---ormmmmemmmees [ eeeeees % =enenee-
10 | 8 14

Fonte: adaptado de Telhado, 2009.

3.2 | Oleo

A fim de simular uma situagao real de contaminagao foi utili-
zado o d6leo cru da mesma regidao onde o solo foi coletado. Na
Tabela 2 encontram-se os percentuais das fracbes de com-
postos saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos do 6leo cru

utilizado.

25
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Tabela 2. Percentual de saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos -

SARA (%) do 6leo cru.
SARA (%)
Saturados 55,00
Aromaticos 20,46
Resinas + Asfaltenos 24,52

3.3 | Ensaios em microcosmos

Realizou-se uma analise fatorial completa (Design Expert — Stat
Easy®) para verificar, estatisticamente, a influéncia da pre-
senga do niquel na degradagédo do 6leo. Para tal, trés fatores
em dois niveis (23) foram considerados. Sao eles:

a) concentragéo de 6leo — foi usada a concentragdo minima de
0,5% (p/p) de dleo cru, por ser este o valor de intervencéo de
acordo com a Lista Holandesa (CETESB, 2005), e 5% (p/p) de
6leo cru, como concentragdo maxima por representar um nivel
de contaminacao alto;

b) concentracdo de Niquel (Ni) — o metal escolhido para a ana-
lise da influéncia se destaca por ser um elemento constituinte
do d6leo utilizado, porém em baixa concentragdo, além de estar
presente nos catalisadores de refino do petréleo, os quais aca-
bam sendo incorporados aos residuos oleosos em areas de
produgdo e refino. Seguindo a mesma razdo do 6leo, 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 concentragdo de intervengao
industrial, de acordo com a resolucdo n® 420 do CONAMA
(2009). Como foi levada em consideragéo a alta toxidez no Ni,
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nao se usou uma concentragdo muito elevada em relagdo 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 nao sé
para a atividade biolégica do solo, mas como um fator com-
pactador 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 consideragdo os melhores valores referentes a
capacidade de retencdo de agua do solo (CRA) para um bom
desempenho do biorreator. Portando, fixaram-se os valores de
45 e 70% da CRA deste solo.

Nao houve necessidade de ajuste das condigbes nutricionais ,
uma vez que os teores de nitrogénio e fésforo ja eram sufici-
entes para manter uma relacdo de C:N:P de 100:10:0,39 nos
sistemas com alta concentragéo de dleo.

A Tabela 3 apresenta a relagdo dos experimentos com os pa-
rametros e niveis definidos, além da simbologia que sera con-
siderada ao longo deste trabalho. A analise temporal ocorreu
durante 67 dias, tendo 4 pontos de coleta (7, 15, 36, 67 dias)
totalizando 76 ensaios.

Como parametro resposta foi usado o percentual de remogao
dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTPs) gerado nos en-
saios.

Aeragbdes forgadas com ar comprimido (20 L/min) foram feitas
nos sistemas reacionais, além da reposicdo de agua por
diferenca de peso e homogeneizagdo com bastdo de vidro de
3 em 3 dias, durante os 67 dias de experimento.




Tabela 3. Esquema dos tratamentos gerados pelo
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dados com suas simbologias.

planejamento de

Oleo (%plp) Niquel (mg/kg) Umidade Simbologia
(% da CRA)
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 05 130 70 oleo-ni-AGUA
6 5 130 70 OLEO-ni-AGUA
7 05 260 70 oleo-NI-AGUA
8 5 260 70 OLEO-NI-AGUA
9 2,75 190 57,5 Ponto Central

Para confirmar que os resultados obtidos com os fatores estu-
dados sao referentes a atividade bioldgica do solo, foi realizado
um sistema similar ao descrito acima, contendo o solo utilizado,
autoclavado 5 vezes com adi¢ao periddica ( a cada semana) de
uma solugéo biocida (azida de sédio 1%) para garantir a inati-
vidade bioldgica desse solo.

Para a avaliagdo das alteragbes das comunidades microbianas
do solo por biologia molecular, foram feitos alguns controles
onde so foi colocado o solo com 6leo na concentragéo de 5% e
0 solo com niquel na concentragdo de 260 mg/kg, além do
ajuste da umidade que séo as condi¢des estabelecidas para a
realizagdo dos ensaios no biorretor de bancada. Os sistemas
foram mantidos como anteriormente descritos, porém por ape-
nas um periodo de 29 dias.
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Todos os sistemas foram mantidos sob temperatura interna do
laboratério (23-26°C), n&o sofrendo influéncia de grandes vari-
acbes de temperatura e de luz solar direta, porém possiveis
efeitos foram avaliados através dos controles abidticos.

3.4 | 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-sélida e solida, horizontais ou verticais,
com tabor fixo ou rotativo, sendo o de fase sélida o mais indi-
cado para tratamento de solo com alto teor de particulas finas
(RIZZO et al., 2010).

A Figura 3 mostra a configuragdo do biorreator utilizado nos
experimentos. O projeto, a execugdo e os testes de eficiéncia
foram realizados na tese de doutorado desenvolvida por Rizzo
(2008), que testou e padronizou as melhores condi¢cdes de
aeracgao e agitagao.

As condi¢des usadas neste experimento foram de uma conta-
minacgao de 5% (p/p) de dleo, 260 mg/kg de Ni e 70% da CRA.
A operagéo consistiu de agitacao 2 vezes ao dia por 15 min a 4
rom, sendo a aeragao realizada por 1 hora a uma vazao de 20
L/min. O biorreator teve um periodo total de operagao de 29
dias. Foram retiradas amostras a cada semana para quantifica-
¢do dos HTPs residuais do solo, além da quantificacdo dos
micro-organismos heterotréficos totais e degradadores.
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Figura 3. Biorreator usado nos experimentos: (A) foto e (B) esquema
do biorreator com viséo frontal e lateral.

3.5 | Anadlises da concentragao de hidrocarbonetos
totais de petréleo

As analises foram feitas através do Infracal (modelo HART-T da
Wilks Enterprise), que é um equipamento portatil capaz de
quantificar 6leos e graxas totais / HTP por espectrofotometria
de infravermelho.

A quantificacdo de HTP do solo foi feita apds extragdo do 6leo
com solvente organico (n-hexano PA padrdo HPLC), segundo
metodologia descrita por Telhado (2009). Neste trabalho foi
usado o mesmo solo e éleo submetidos a diferentes métodos
de analises (Cromatografia gasosa, Oleos e graxas — método
gravimétrico e infravermelho). Dentre essas analises, o infra-
vermelho utilizando o Infracal se mostrou mais preciso que o
método gravimétrico e bem préximo ao cromatografico, indi-
cando ser uma técnica rapida e barata, e melhor opgao para
analise.
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3.6 | Analises microbiolégicas

Como a maior parte da degradacdo de poluentes organicos
estd sob responsabilidade direta da atividade microbiana do
ambiente impactado e visto que o tempo de geragao dos micro-
organismos 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 analises usadas foram contagem de micro-
organismos heterotroficos totais e degradadores e analise do
perfil da comunidade microbiana por DGGE.

3.6.1 | Contagem de heterotroficas totais

A quantificacdo de micro-organismos heterotroficos totais foi
realizada conforme Trindade (2002).

3.6.2 | Contagem de micro-organismos degradadores de
Oleo cru

A quantificagdo dos micro-organismos degradadores de dleo
cru foi realizada empregando-se a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) descrita por Ururahy (1998) e Brown &
Bradock (1990).

3.6.3 | Analise por biologia molecular

Extragcdao 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
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(MoBio Laboratories, USA) e seguindo as especificagdes 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).

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 amplifica-
das por PCR, usando os iniciadores apresentados na Tabela 4.
As reagdes foram realizadas em aparelho GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Todas as misturas de reacao utilizadas (volume total de 50 pl)
continham tampao 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. Com uma aliquota de 5 yL dos amplicons foi feita
uma corrida de eletroforese em gel de agarose para avaliar a
especificidade e rendimento da reagdo. Como todas as reagdes
resultaram em produtos de mesma intensidade no gel de aga-
rose, 5 yL de cada amplicon foi entdo usado em corrida de
DGGE.

As andlises de DGGE foram realizadas em aparato PhorU2 system
(Ingeny International, Goes, The Netherlands) de acordo com instru-
¢bes do fabricante. Foram utilizados gradientes de 45-60% de des-
naturantes (uréia/formamida) (100% de desnaturantes corresponde a
uma solugdo 8M de ureia e 40% (V/V) de formamida), temperatura do
tampao de 60°C e corrida a 110V por 18 h. O gel foi posteriormente
corado por coloragédo de prata (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
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Tabela 4. Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR-DGGE, progra-
mas e variagdes no preparo das reagdes.

Programa
Inici L Conjunto de termociclador/
niciador Alvo Referéncia L e
iniciadores variagdes no
preparo das reagoes
R1378 16S rRNA | HEUER et 94 °C 5 min; 30 ciclos:
bacteriano | al., 1997 94 °C 1 min,
56 °C 1 min, 72 °C 2
16S das a- | soveg o | FROSRIST8 | i 25 'e¢ 10 min
F203a: | proteobact | o g0 3,75 mM MgClz, , 0,25
enas pL formamida
96 °C 4 min; 30 ciclos:
16S das - - 96 °C 1 min,
gs;mma3 proteobact gill-”_ggOGS S???rg%%ﬂ 54 °C 1 min, 74 °c1
erias ! min; 74 °C 10 min
2,5 mM MgCl,
94 °C 4 min; 30 ciclos:
94 °C 1 min
16S de !
; HEUER et 60 °C 1 min, 72 °C 2
F243 ggtslnobacte al,, 1997 F243/R1378 min: 72 °C 10 min
3,75 mM MgClz, 0,25
pL formamida
16S rRNA 94 °C 4 min; 30 ciclos:
F84GC bacteriano 94 °C 1 min,
HEUER et | F984GC 59 °C 1 min, 72 °C 2
al,, 1997 /R1378** min; 72 °C 10 min

gc.

25 mM MgCl, 0,25
uL formamida

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 condi¢des abidticas.
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Essas analises podem ser feitas através de construgdo de
matrizes que possibilitam o estudo estatistico dos perfis
(FRANCO, CUNHA & ROSADO 2006).

3.7 | Tratamento estatistico dos dados

Para realizar testes multivariados nos dados de contagens mi-
crobioldgicas 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 construi-
das pelo método de Bray-Curtis, assim como para fazer analise
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 permutac¢des para avaliar
a significancia das diferencas nas comunidades (CLARKE,
1993).
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 | Ensaios em microcosmos

4.1.1 | Remocéao do dleo

As analises de quantificagdo, por espectrofotometria por infra-
vermelho dos niveis de HTP dos diferentes sistemas de trata-
mento foram realizadas e convertidas em porcentagem de re-
mogao com o objetivo de melhor expressar os resultados expe-
rimentais (Tabela 5).

Foram obtidos valores nulos de remogéo para o controle abio-
tico para todos os tratamentos em todos os tempos analisados.
Portanto, podemos considerar que todas as variagdes obtidas
pelos sistemas sdo de origem biolégica.

As variagdes no percentual de remocao para os diferentes tra-
tamentos ao longo do tempo podem ser melhor visualizadas
através do grafico em barras (Figura 4). Foi possivel verificar
que nos experimentos com nivel de umidade minimo, valores
percentuais de remocao significativos ocorreram apenas apés
0 décimo quinto dia. J& nos frascos com umidade maxima, os
valores de remogéo atingiram até 30% neste mesmo tempo,
mostrando que a agua foi um fator de grande influéncia positiva
nos sistemas, neste tempo.

Apesar de parecer 6bvio o efeito positivo da umidade na ativi-
dade microbiana, é importante a definicdo de um ponto minimo
de umidade necessario para a obtencdo de bons niveis de de-
gradacao e para um bom funcionamento dos biorreatores, cujo
desempenho é prejudicado com o uso de solos muito Umidos.
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Tabela 5. Valores de remog&o do 6leo cru nos sistemas gerados a
partir da analise fatorial.

0,5% =5 mg/g

Téorico 2,75% = 27,5 mglg
CONCENTRACOES 5% = 50 mg/g
INICIAIS 0,5% = 5,06 mglg
Real 2,75% = 28,46 mglg
5% = 50,63 mg/g
7 dias 15 dias
EXPERIMENTO Oleonosolo | Remogo |Oleo no solo | Remogéo

(mg/g) (%) (mg/g) (%)
6leo - ni - 4gua 5,87 +0,00 0,00 4,82 £0,07 4,76
OLEO - ni - 4gua 55,91 +3,03 0,00 52,34 £1,21 0,00
6leo - NI - 4gua 5,58 0,40 0,00 5,63 0,40 0,00
OLEO - NI - 4gua 56,20 +3,03 0,00 46,20 £3,43 8,75
6leo - ni - AGUA 4,10 +£0,20 18,88 3,53 0,20 30,17
OLEO - ni - AGUA 40,77 £4,24 19,47 36,63 £2,42 27,65
6leo - NI - AGUA 5,06 0,07 0,00 4,06 +0,44 25,94
OLEO - NI - AGUA 47,49 £1.21 6,21 43,34 £2,22 14,39
Ponto Central 22,27 £3,03 27,87 20,41 +1,30 25,86

36 dias 67 dias
EXPERIMENTO Oleonosolo | Remogdo | Oleono [Remogéo (%)

(mg/g) (%) | solo (mg/g)
6leo - ni - 4gua 3,70 £0,30 26,88 2,83 0,40 44,04
OLEO - ni - dgua 51,06 +4,65 0,00 44,20 +3,84 12,70
6leo - NI - 4gua 4,46 0,17 11,82 2,26 0,09 55,33
OLEO - NI - 4gua 45,20 +4,44 10,72 141,34 £2,63 18,34
6leo - ni - AGUA 3,44 +0,40 32,05 2,80 £0,00 44,66
OLEO - ni - AGUA 36,06 £0,00 28,78  [33,06 £0,20 34,71
6leo - NI - AGUA 3,87 0,13 21,70 3,02 £0,34 35,57
OLEO - NI - AGUA 35,63 £3,84 29,63  [32,77 £0,61 35,27
Ponto Central 18,55 £2,70 38,16 20,32 1,24 30,78

Nota: Pela simbologia, 6leo = 0,5% p/p; OLEO = 5% p/p; ni = 130 mg/kg; NI =
260 mg/kg; agua = 45% da CRA; AGUA = 70% da CRA
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Figura 4. Grafico da remocgéo percentual do dleo nos diferentes sis-

temas de tratamento ao longo de 67 dias, onde pela simbologia, o=

0,5% p/p; O= 5% p/p; n= 130 mg/kg; N= 260 mg/kg; a= 45% da CRA;
=70% da CRA.

Os resultados obtidos com o ponto central mostram que o nivel
de umidade foi o suficiente para que o perfil de degradagao
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 agua de 70% da CRA sem que ocorra a sua com-
pactagao e consequente travamento do motor do biorreator. O
outro aspecto é que, pelos resultados obtidos, a umidade re-
querida para uma remogao quase em seu nivel maximo, atra-
vés dos parametros estudados, encontra-se préxima ao valor
de 58% da CRA (ponto central). Unidos estes dois fatos, ofe-
recem uma ampla margem de trabalho, em relagdo ao teor de
umidade a ser utilizado no biorreator.
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4.1.2 | Andlise fatorial completa (AFC)

Conforme descrito na metodologia, os experimentos foram
montados seguindo uma analise fatorial completa gerada pelo
software Design Expert (Stat Easy®), resultando em oito expe-
rimentos em duplicata mais trés repeticdes do ponto central.
Usando como variavel resposta a porcentagem de remogao, foi
possivel obter uma analise para cada tempo estudado.

Os graficos da normal versus residuos nos diferentes tempos
estdo apresentados na Figura 5. E possivel verificar que a dis-
tribuicdo dos pontos (em laranja) em relagdo ao modelo gerado
(linha rosa) configuram uma distribuicdo normal, portanto po-
demos levar em consideragao os resultados gerados a partir de
calculo de probabilidade.

A relacdo com os resultados das significancias dos modelos e
das curvaturas para cada tempo estudado estdo descritas na
Tabela 6. Entretanto, no sétimo dia de tratamento, a analise do
diagnéstico estatistico verificou que tanto o modelo quanto a
curvatura eram significativos (p <0.05), o que permite a analise
das influéncias geradas pelo modelo, porém sem avaliagéo dos
valores intermediarios nos diferentes niveis estudados. Para
isso seria necessario utilizar uma analise por mistura de super-
ficie.



Influéncia do Niquel na Biorremediagéo de Solo Tropical... 39

Mormal Plot of Residuals

Mormal Flot of Residuals

N z =3 ¥
= = 5 =1 Ca
8 " [ =
a Lz l
= | o
= [ "
5 o
. s 1 :
= z I .
| = g
- -8 032 (Y LEH L1}
7 dias Sludenliced Residuzls 15 dias Slsdentized Resiusis
Normal Plot of Residuals Mormal Plot of Residuals
P
- 1 .
- | g 95—
w. = w3 -
Ey - = 3 ]
i < ER .t
8 < . i | n
@ B - a | |'.
# i - = i i
Z . = . <
£ 2 3 [
= = ..
36 dias Sludenlized Residuals 67 dias Sludenlized Hesiduals

Figura 5. Graficos da normal versus residuo das analises nos diferentes

tempos.

Tabela 6. Relagéo da significaAncia dos modelos e das curvaturas para

todos os tempos estudados.

Tempo Modelo Curvatura
7 dias S S
15 dias S S
36 dias S S
67 dias S NS

S= valores significativos; NS= valores néo significativos
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No modelo apresentado na Tabela 7, o valor de R-quadrado foi
0,9171, mostrando um bom ajuste dos dados. Levando em
consideragao o calculo de Prob> F, os parametros com a influ-
éncia 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
0 6leo ndo apresentou influéncia significativa, mostrando que
em 7 dias, independente da concentragédo, nao houve mudancga
na porcentagem de remoc¢&o do mesmo.

Outro trabalho (AMOR KENNES & VEIGA, 2001) estudou a
influéncia de metais pesados (zinco, niquel e cadmio) na bio-
degradacgdo do tolueno e obteve como resultado que o niquel
foi o metal com maior influéncia negativa, 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 presenga de umidade se encontra em uma forma mais
disponivel, aumentando assim sua toxidez aos micro-organis-
mos degradadores.

Tabela 7. Modelo gerado, desvio padrdo e o R-quadrado para o tempo

de 7 dias.
Modelo - 7 dias
Desvio Padrdo R-quadrado R-quadrado ajustado
3,25 0,9171 0,8526

Remogdo do dleo (%) = +5,57 +0,85 *Oleo -4,01 *Metal +5,57 *Umidade +0,70
*Oleo*Metal +0,85 *Olgo*Umidade -4,01 *Metal*Umidade +0,70
*Oleo*Metal*Umidade
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Igualmente ao resultado obtido no tempo de 7 dias, foi possivel
obter um modelo e também uma curvatura significativa (Tabela
6). Para o modelo gerado para 15 dias também obteve-se um
valor de R-quadrado em torno de 0,91 (Tabela 8). No entanto,
levando em consideragdo a significAncia dos parametros no
modelo, o Unico pardmetro com influéncia significativa foi a
umidade, sendo bastante positiva.

Neste tempo de 15 dias, o metal ja ndo apresentou influéncia
negativa, assim como o 6leo e a interagédo de dois e trés fato-
res. Isto pode ter relagcido com as caracteristicas do solo usado.
No trabalho de Maliszewska-Kordybach & Smreczak (2003),
que estudou a influéncia de metais pesados (zinco, chumbo e
cadmio) e HPAs nas comunidades microbianas de diferentes
culturas de plantas (trigo, aveia, milho, feijao, girassol e to-
mate), foi mostrado que o efeito dos dois tipos de contaminan-
tes juntos sempre possuem um impacto inicial negativo, porém
a capacidade de desenvolvimento das plantas e o grau de im-
pacto nas comunidades microbianas esta intimamente relacio-
nado com as caracteristicas do solo.

Tabela 8. Modelo gerado, desvio padréo e o R-quadrado para
o tempo de 15 dias.

Modelo - 15 dias

Desvio Padréo 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 *Olgo*Umidade -2,69 *Metal*Umidade -
2,82*Oleo*Metal*Umidade
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Em 36 dias, podemos observar que o modelo e a curvatura
foram significativos (Tabela 6), da mesma forma que nas anali-
ses anteriores. No entanto, o valor de R-quadrado obtido pelo
modelo foi de 0,7832 (Tabela 9).

A umidade é um fator conhecidamente positivo aos processos
de biodegradacdo de compostos organicos que geralmente
envolve reagdes de hidrolise; além disso, quase todas as rea-
¢bes enzimaticas das células ocorrem em meio aquoso. Por-
tanto, este parametro, quando oferecido de forma limitada, gera
um atraso nas reacgbes de biodegradacdo. No entanto, quando
ha a presenga de metais em niveis toxicos no ambiente, uma
elevada oferta de umidade pode acarretar uma maior biodispo-
nibilidade desses elementos e, consequentemente, aumento da
toxicidade dos mesmos. 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 € maior do que o aumento da
biodisponibilidade do metal (DERMONT et al., 2008).

Tabela 9. Modelo gerado, desvio padrdo 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

Remogéo do oleo (%) = +20,55 -2,56*0leo -2,08*Metal +7,49*Umidade
+4,27*Oleo*Metal +3,73*Oleo*Umidade -0,29*Metal*Umidade -
1,47*Oleo*Metal*Umidade

Em 67 dias o modelo se apresentou de forma significativa,
porém a curvatura foi ndo significativa (Tabela 6), o que nos
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permite avaliar, além dos niveis estudados, toda a faixa de
estudo, incluindo os valores intermediarios.

O modelo gerado em 67 dias (Tabela 10), mostrou um valor de
R-quadrado de 0,9207, sendo o 6leo o unico parametro signifi-
cativo com influéncia negativa. Ja a interagdo do 6leo com a
umidade foi significante e positiva. A influéncia negativa se
deve, provavelmente, ao efeito toxico do éleo cru sobre as co-
munidades microbianas do solo, principalmente com teor de
agua baixo, o que limita a atividade microbiana. Quanto maior a
concentracdo do 6leo, maior o impacto nestas comunidades,
mesmo que esteja apenas relacionado a perda de abundéncia
desses individuos.

Tabela 10. Modelo gerado, desvio padrédo e o R-quadrado para o tempo
de 67 dias.

Modelo - 67 dias

Desvio Padrdo R-quadrado R-quadrado

4,85 0,9207 0,8651

Remogdo do 6leo (%) = +35,08 -9,82*0leo +1,05*Metal +2,48*Umidade
+0,50*Oleo*Metall +7,26f0|eo*Umidade -3,18*Metal*Umidade
+1,91*Oleo*Metal*Umidade

Apds as andlises individuais de cada tempo de coleta, foi
possivel unir os dados dos modelos e, levando em considera-
¢ao os valores das influéncias, gerou-se um grafico compa-
rando os valores de influéncia de cada parametro em todos os
tempos estudados (Figura 6). Foi possivel verificar que a umi-
dade mostrou influéncia positiva ao longo de todo o estudo e
que o metal apresentou influéncia negativa no inicio do trata-
mento, confirmando uma adaptacao rapida dos micro-organis-
mos presentes. Ja o 6leo apresentou uma influéncia significa-
tiva e negativa mais tardia (67 dias). Isso pode ser devido a
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composi¢cdo do 6leo cru, que é uma mistura complexa de
substancias e que muitas vezes seus produtos de degradagao
geram compostos ainda mais téxicos, forcando a comunidade
degradadora a se adaptar e se modificar constantemente a
essa gama de substancias (MAILA & CLOETE, 2005).

Influéncias
15
w 10
=
] I
= .
w 0 W dleo
g .
-
3 15 36 67 Winiquel
s
s 10 [ umidade
-15
Tempo (dias)

Figura 6. Grafico com os valores das influéncias dos parametros
avaliados em relagdo aos tempos de coleta. As esferas pretas marcam
valores de influéncia n&o significativos.

4.1.3 | Analises microbiolégicas

Através das analises microbioldgicas foi possivel quantificar os
micro-organismos heterotréficos totais e degradadores de 6leo
cru cultivaveis e estudar as alteragdes nos perfis das comuni-
dades bacterianas dominantes do solo independentes de cul-
tivo.

Contagem de heterotroficas totais

Os valores de contagem dos micro-organismos heterotroficos
totais estdo apresentados na Figura 7. E possivel verificar
valores com ordens de grandeza muito parecidas entre si,
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sendo assim, dificil de visualizar diferengas significativas entre
0s experimentos.

Em 15 dias, o tratamento que apresentou maior contagem em
relacdo aos demais foi o que continha quantidade minima dos
poluentes e teor maximo de agua, possivelmente devido a maior
velocidade de adaptagdo desses micro-organismos sob menores
concentragdes de contaminantes e alto teor de umidade.
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Nota: Onde pela simbologia dleo = 0,5% p/p; OLEO = 5%pl/p; ni = 130mg/kg; NI
= 260mg/kg; agua = 45% da CRA; AGUA = 70% da CRA.

Figura 7. Grafico da contagem de herotroéficos totais (UFCs/g de solo)
dos experimentos em relagao aos tempos de coleta.

O resultado gerado pela construgdo do dendrograma (Figura 8)
mostrou melhor a separagéo dos dois grandes grupos pelo teor
de umidade. A correlagdo cofenética, que neste caso foi de
0,955, significa que a analise de grupamento apresenta uma
correlacdo com os dados originais representativa.
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Dendrograma das Heterotroficas Totais
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Nota: pela simbologia, 6leo = 0,5% p/p; OLEO = 5% p/p; ni = 130 mg/kg; NI =
260 mg/kg; agua = 45% da CRA; AGUA = 70% da CRA

Figura 8. Dendrograma gerado a partir da matriz com os valores obtidos
nas contagens das heterotroficas totais para cada tempo de coleta.

Contagem de micro-organismos degradadores de 6leo cru

Os valores de contagem de bactérias degradadoras nos dife-
rentes tempos estdo apresentados na Figura 9. Esta analise
teve como objetivo avaliar o perfil dos micro-organismos hidro-
carbonoclasticos capazes de usar o 6leo como fonte de car-
bono nos diferentes tratamentos. Como igualmente visto para
0s micro-organismos heterotréficos totais, a umidade foi o fator
que mais diferenciou os tratamentos. Para o tratamento con-
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tendo o ponto central, especificamente, apdés o sétimo dia,
houve uma semelhangca com os perfis dos tratamentos com
menor umidade.

Degradadoras
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Nota: pela simbologia, dleo= 0,5% p/p; OLEO= 5% p/p; ni= 130 mg/kg; NI= 260
mg/kg; agua= 45% da CRA; AGUA= 70% da CRA.

Figura 9. Grafico com a contagem de bactérias degradadoras de 6leo
cru (NMP/g de solo) dos tratamentos em relagao aos tempos de coleta.

Para alguns tratamentos, principalmente nos tempos finais, as
contagens nao foram possiveis de serem realizadas, pois havia
a presenga de micro-organismos (Actinobacterias) que interfe-
riam na avaliagao da técnica de NMP (Figura 10). No trabalho
realizado por Telhado (2009), utilizando este mesmo solo e
6leo, foi observada, também, a presenca dessas Actinobacte-
rias nas contagens de degradadores, sendo estas identificadas
por sequenciamento do gene que codifica o rRNA 16S como 9
diferentes Actinobacterias, sendo de 2 géneros diferentes
(Amycolatopsis e Arthrobacter) e 1 classificado como actino-
bacteria ndo cultivada, mostrando sua prevaléncia e alta capa-
cidade de adaptagédo ao meio. Portanto, para que os resultados
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ndo fossem superestimados, ndo foi realizada a contagem
nestes tempos.

Figura 10. Fotografia da ocorréncia de Actinobacterias predominantes
em 4 pogos das placas de contagem por NMP dos degradadores de
6leo cru. Presenga de col6nias brancas e foscas) o qual impossibilitou
a contagem de alguns pontos de coleta.

O resultado gerado pela constru¢cdo do dendrograma (Figura
11) mostrou mais uma vez a separagao em dois grandes gru-
pos pelo teor de umidade, assim como ocorrido com as hetero-
troficas totais. A correlagao cofenética, que neste caso foi de
0,8116, significa que a analise de grupamento também apre-
senta uma correlagdo com os dados originais representativa.

Usando esses métodos como monitoramento da atividade bio-
l6gica, os resultados foram pouco discriminatérios em relagdo
aos diferentes tratamentos, tendo apenas a umidade como um
fator de influéncia direta e principal.
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Dendrograma das Degradadoras
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Nota: pela simbologia, dleo= 0,5% p/p; OLEO= 5% p/p; ni= 130 mg/kg; NI= 260
mg/kg; agua= 45% da CRA; AGUA= 70% da CRA.

Figura 11. Dendrograma gerado a partir da matriz com os valores
achados nas quantificagdes de degradadoras por NMP/g de solo para
cada tempo de coleta.

Métodos moleculares

a) Extragdo de DNA

Com o objetivo de avaliar e identificar o possivel efeito do ni-
quel na estrutura de comunidade bacteriana do solo em ques-
téo, foram escolhidos alguns dos tratamentos para serem sub-
metidos as analises moleculares. Foram estudados diferentes
niveis de 6leo, niquel e umidade para avaliar o processo de
biorremediagdo. Para fazer uma avaliagdo molecular da influ-
éncia do niquel foram escolhidos os tratamentos com seus
diferentes niveis, sendo o 6leo fixado na concentragcdo maxima
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de 5% (p/p) e a umidade em seu nivel maximo, para o apro-
veitamento da sua influéncia positiva no processo.

Paralelamente, foram realizados ensaios-controles, um deles
contendo apenas 6leo (5% p/p) e o outro apenas niquel (260
mg/kg), ambos com o nivel maximo de umidade, para que fos-
sem observadas as alteragdes isoladamente. A Tabela 11 mos-
tra o conjunto de amostras usadas nas analises moleculares,
assim como suas codificagbes 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 friplicata.

As amostras obtidas através da extragdo de DNA geraram
bandas visiveis e Unicas no gel de agarose. Ja a analise de
quantificagao através do Nanodrop® ND-1000 UV-VIS (Thermo
Scientific) mostrou baixo teor de impurezas para todas as
amostras, isto &, a relagao de absorbancia de 260 nm/280 nm
atingiu valores proximos a 1,8, o que significa um baixo teor de
proteinas presentes.

Tabela 11. Codificagdo das amostras usadas para as analises moleculares.

Codificagdo Oleo Niquel
OLEO -ni 5% 130mglkg
OLEO-NI 5% 260mg/kg

OLEO 5%
NI - 260mglkg

Todas as amostras continham 75% da CRA do solo

b) PCR-DGGE

Os perfis de bandas gerados usando os iniciadores para gene
que codifica o rDNA 16S se mostram muito parecidos entre si,
além de apresentarem muitos ribotipos em cada amostra. Por-
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tanto, ndo foi possivel visualizar diferencgas claras entre os dife-
rentes tratamentos.

O gel gerado pelo uso dos iniciadores que codificam o gene
rDNA 16S de Actinobacteria apresentou as mesmas caracteris-
ticas observadas para o Dominio Bactéria, porém, foi possivel
verificar o comportamento peculiar de uma banda nas diferen-
tes amostras, indicada pela seta na Figura 12. A intensidade
desta banda é maior nos tratamentos contendo niquel em re-
lagdo ao tratamento contendo somente 6leo. Tal aspecto pode
estar relacionado com a possivel capacidade de adaptacao
desse ribotipo a presenca do metal.

O comportamento dos perfis de bandas gerados para o gel de
a-proteobacteria foi bem parecido com o obtido para o dominio
Bactéria. Apesar de ter uma riqueza de ribotipos, também nao
foi possivel visualizar diferengas entre os distintos tratamentos.

Os perfis obtidos para o grupo das y-proteobacterias (Figura
13) também se mostraram ricos em ribotipos, porém com dife-
rengas visiveis entre os tratamentos. O sistema contendo ape-
nas niquel se mostrou diferente dos demais e, comparado ao
sistema contendo dleo (5%) e niquel (260 mg/kg), apresentou
diferencas principalmente no que diz respeito a intensidade das
bandas (marcagédo em linha continua).

A diferenca de intensidade das bandas entre as amostras com
diferentes concentragdes de niquel (130 mg/kg e 260 mg/kg)
na presencga de oleo (5%p/p), no tempo de 7 dias, estdo mar-
cadas com linha tracejada. Essa alteragdo foi a que mais se
relacionou com os resultados obtidos de remogéo do 6leo cru.
A diminui¢ao da intensidade das bandas nos tratamentos com
0 nivel maximo de niquel nesse periodo em relagdo ao nivel
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minimo pode estar relacionada ao atraso ocorrido na degrada-
¢ao do dleo.

1 Actinobacteria
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Nota: Os valores seguidos da letra d (de dias) s&o referentes aos tempos de
coleta. As setas em vermelho apontam a linha de bandas que foram influencia-
das, em sua intensidade, pela presenga do niquel.

Figura 12. Imagem do gel de DGGE para o 16S do filo Actinobacteria.
OLEO = 5% de 6leo; NI = 260 mg/kg; ni = 130 mg/kg.
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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 260 mgkg de Ni na presencga e na auséncia de dleo
(5% p/p).
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Figura 13. Imagem do gel de DGGE para o 16S da classe y-proteobac-
teria. OLEO = 5% de 6leo; NI = 260 mg/kg; ni = 130 mg/kg.

Para uma analise 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 14. Esses
graficos mostram a dispersdo espacial das amostras e cada
cor refere-se a cada tratamento (OLEO-ni, OLEO-NI, OLEO e
NI). A observagédo mais clara para todos os marcadores avalia-
dos foi a separagéo do tratamento NI (concentragdo de niquel
alta) do restante das amostras, portanto quando havia a pre-
senca do 6leo na amostras, estas se alteravam para um perfil
mais similar entre si, 0 que demonstra que o 6leo foi o parame-
tro de maior influéncia na estrutura da comunidade bacteriana
neste estudo.
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DGGE obtidos dos experimentos em microcosmos. PCoA obtido a
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de Bray-Curtis.
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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 proximos aos
pontos representam o tempo de tratamento.

No trabalho de Evans e colaboradores (2004), usando a mes-
ma técnica de DGGE, foi possivel visualizar alteragdes nas
comunidades microbianas provocadas pelo contaminante or-
ganico (6leo cru) e também pela adigdo de nutrientes (com-
postos inorganicos como fésforo, potassio, calcio e magnésio)
para a aplicagéo da técnica do bioestimulo.

Analisando as amostras com os dois diferentes niveis de multi-
contaminagdo com niquel em relagao a amostras apenas con-
taminadas com dleo, foi possivel verificar a similaridade entre
elas, demonstrando que apenas a presencga do niquel no solo
contaminado por d6leo, independentemente de sua concentra-
¢ao, é capaz de gerar a alteracao.

As y-proteobacterias se mostraram mais sensiveis as altera-
¢bes provocadas pelos contaminantes, o que foi possivel ob-
servar 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 degrada-
¢ao do 6leo nesse periodo, que mostra um atraso pelo alto teor
de niquel no sistema.

Popp e colaboradores (2006) encontraram uma grande partici-
pacdo das y-proteobactérias na biodegradagédo de hidrocarbo-
netos durante processo de biorremediagcédo, descrevendo que
nessa classe se encontram varios grupos de micro-organismos
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degradadores, entre eles Pseudomonas e Arthrobacter, sendo
entao de grande destaque nos estudos de biorremediagao.

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 ndo foi capaz
de discriminar as amostras com diferentes niveis de
contaminagdo. Porém, usando marcadores moleculares para
Actinobacteria e Proteobactéria, houve aumento da resolugéo
dessas alteragdes calculadas por teste de permutagéo, mostrando
a significancia das diferencas entre os diferentes locais estudados.

Eles justificaram esse fato usando o calculo do indice de
Shannon que revelou uma alta diversidade microbiana, o que
diminuiria a parcela de micro-organismos afetados pelos con-
taminantes e que a alteragao obtida pode ter ocorrido por perda
de abundancia. E importante ressaltar que o grupo das
Pseudomonas foi o que mais se associou com as contamina-
¢oes por hidrocarbonetos.

A alta diversidade microbiana no ambiente esta associada a
multiplas fungdes, o que acarreta em uma maior estabilidade
do ambiente na presenca de contaminantes (HOOPER et al.,
2005), essa estabilidade pode ser observada nos experimentos
deste trabalho pela baixa diferenciagdo dos grupos na analises
de PCoA, mesmo essas diferengas sendo significativas.

As analises de similaridades feitas pelo teste ANOSIM utilizam o
método Bray-curtis, que se baseia em uma matriz de similaridade
para comparar as diferentes condi¢bes de tratamento testadas. Na
Tabela 12 estéo apresentados os valores de R que diferenciam os
tratamentos. Portanto, quanto menor o valor de R, mais parecidos
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sdo os tratamentos. Os valores entre parénteses referem-se ao
valor de p que, quando menor que 0,05, conferem significancia

estatistica na diferenciacdo dos tratamentos.

Tabela 12. Andlises 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 correlagdes nao significativas entre as matrizes (>0,05).

*- Valores representam os valores de R observados.

**- Valores entre parénteses representam os valores de p observados.
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Em relagao aos resultados obtidos, apenas a relagdo entre os
tratamentos Oleo-Ni e Oleo-ni de Actinobacteria obtiveram dife-
rengas nao significativas, sendo, portanto, consideradas iguais.
Por outro lado, o tratamento Ni se destacou em todos os mar-
cadores moleculares por ser o que obteve os maiores valores
de R, e portanto o que mais se diferenciou do restante.

Levando tais resultados em consideragéo, € possivel concluir
que o oleo foi o fator de maior influéncia na alteragcado das co-
munidades bacterianas avaliadas.

Para a avaliagdo da similaridade entre os diferentes marcado-
res moleculares utilizou-se o teste de Mantel (Tabela 13). 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 simila-
ridade). 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-proteo-
bacterias foi significativamente parecido com o comportamento
das Actinobacterias e das bactérias.

Tabela 13. 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 correlagdes 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.
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4.2 | Ensaio em biorreator

Para a avaliagdo em escala ampliada do processo de biode-
gradacao do 6leo cru na presenga de niquel, foi selecionada a
condi¢do com os niveis altos estudados (5% o6leo e 260 mg/kg
do metal) e o melhor teor de umidade obtido na etapa anterior
(70% da CRA).

4.2.1 | Remocéao do dleo

A Figura 15 apresenta o grafico do percentual de remocéao de
6leo entre as duas diferentes escalas testadas (microcosmos e
biorretor de bancada), sendo importante ressaltar que os mi-
crocosmos foram mantidos com um controle maior da tempe-
ratura, em torno de 25°C, e o biorreator foi mantido em tempe-
ratura ambiente em torno de 40°C (periodo do ver&o).

Remocdo de Oleo
50

g
o 40
£ |
©
JE 30 —
o 20 Biorreator
g
g 10 = Microcosmo
€ o

0 20 40 60

Tempo (dias)

Figura 15. Grafico com as porcentagens de degradagao obtidas.

Foi possivel observar a eficiéncia da ampliagdo de escala, onde
ha um aumento da remogao de 6leo nos 20 primeiros dias,
mostrando uma aceleragéo inicial no processo de biodegrada-
¢ao. As diferentes temperaturas utilizadas também podem ter
uma relacdo direta com as diferengas de remocgdo observadas
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entre o ensaio em microcosmo e no biorreator. Ao final de 30
dias, o percentual de remogao foi muito préximo nos dois sis-
temas (em torno de 35% de remocgéo do 6leo cru), sugerindo
que a ampliagédo de escala se mostrou eficiente na biodegrada-
¢ao do dleo 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 ma-
ximo de umidade utilizado neste caso foi de 60% da CRA. Ja
no presente estudo, o valor maximo de umidade que n&o in-
terferia operacionalmente no biorreator foi de 70% da CRA.
Isso pode ter relagdo com o aumento da eficiéncia de remogao.

4.2.2 | Andlises microbiolégicas

Contagem de heterotroéficas totais

Com relagédo as contagens de micro-organismos, houve, no
biorreator, um aumento inicial do nimero de bactérias hetero-
tréficas totais (de 1,21 x 10° para 1,35 x 10° UFC/g de solo) que
depois se manteve estavel, em contraste com os valores obti-
dos no microcosmo, que oscilou entre 1 x 10% e 1 x 10’ UFC/g
de solo (Figura 16).
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Figura 16. Grafico com as contagens de heterotréficas totais obtidas
no biorreator e nos microcosmos.

Contagem de micro-organismos degradadores de 6leo cru

Os micro-organismos degradadores de 6leo cru tiveram um
comportamento semelhante até os 15 primeiros dias de ensaio
e, com a continuidade do ensaio, o microcosmo se manteve
estavel e o biorreator continuou aumentando a densidade po-
pulacional dos referidos micro-organismos (Figura 17).

Os resultados de contagens de micro-organismos heterotréfi-
cos totais obtidos para o biorreator nao refletiram os eventos de
degradacdo ocorridos, mostrando a nao eficacia eventual das
técnicas dependentes de cultivo que avaliam uma parcela
muito pequena dos micro-organismos do solo.
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Figura 17. Grafico comparando as contagens de degradadoras de 6leo
cru obtidas no biorreator em comparagao as obtidas nos microcosmos.

4.3 | Consideragoes gerais

No trabalho de Rizzo e colaboradores (2010), que usou o
mesmo biorreator com mesmo tipo de solo, concentragéo de
6leo e regime de operacgao, foram alcangados niveis de degra-
dacao de 6leo cru de, aproximadamente, 20 e 35% na melhor
condicao testada (incluindo bioestimulo com ureia e adicdo de
material estruturante) para o ensaio em microcosmo e biorrea-
tor, respectivamente. Neste trabalho também observamos uma
melhora no processo de biorremediagéo, porém essa melhora
ocorreu em um aumento da velocidade de remocao do 6leo.

No estudo de Alisi e colaboradores (2009) foi desenvolvida
uma técnica de bioaumento utilizando micro-organismos hidro-
carbonoclasticos selecionados pela resisténcia a metais pesa-
dos (chumbo, zinco, cobre, niquel, cobalto, cromo e cadmio), e
obteve-se uma eficiéncia de remocgédo de 100% para varios
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compostos organicos presentes no diesel (C12 a C20 e fenan-
treno). Muito dessa capacidade de resisténcia esta associada a
estruturas celulares que anulam a toxidez do metal, seja por
imobilizagcdo na superficie da célula ou no meio extracelular
através da sintese de moléculas como os polissacarideos, por
exemplo (WANG et al., 2009).

A compreensédo da interagdo dos contaminantes com o ambi-
ente é imprescindivel para uma boa avaliagdo risco. Quanto
maior o numero de contaminantes envolvidos, maior a comple-
xidade dessas interagbes e mais dificil se torna a construgéo da
avaliagado de risco, assim como a aplicagdao de um tratamento

de descontaminacgéo.

O petroleo, por si so, ja € formado por um grupo muito grande
de substancias que, em sua maior parte, sdo téxicas e recalci-
trantes no ambiente. O principal tipo sdo as substancias orga-
nicas, porém as substancias inorganicas também estdo pre-
sentes, sendo que os metais pesados sdo os que oferecem
maior risco ao meio ambiente. Esses metais ndo sado degrada-
dos nem destruidos e vao se acumulando e ampliando o seu
efeito deletério aos processos bioldgicos do ambiente.

No caso de multicontaminagéo por petréleo e metais, as formas
fisico-quimicas do metal sdo diretamente afetadas, o que acar-
reta na necessidade de remocgéao, primeiramente, dos compos-
tos organicos para posterior tratamento de remogao do metal.

Ainda ha necessidade do desenvolvimento de estudos ndo s6
para o maior entendimento das interagbes dos contaminantes
com o ambiente, mas também o desenvolvimento de estraté-
gias que minimizem esses efeitos toxicos a atividade bioldgica
que é necessaria em sua integral complexidade para a manu-
tengéo do equilibrio biolégico no solo.
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5] CONCLUSAO

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

— A umidade foi o fator de maior significancia nos pri-
meiros 30 dias de tratamento, onde ocorrem os
maiores valores de remogao de d6leo;

— O niquel provocou um atraso na degradacgao dos hi-
drocarbonetos nos ensaios em microcosmos, nos
primeiros 7 dias de tratamento;

— As caracteristicas do solo utilizado, assim como sua
diversidade microbiana, foram capazes de favorecer
uma rapida adaptabilidade dos micro-organismos a
presenca do niquel, atingindo em 30 dias de trata-
mentos, valores de remocéao similares entre as dife-
rentes concentracdes do metal testadas;

— As contagens microbiolégicas, por métodos depen-
dentes de cultivo, ndo foram capazes de discriminar
os tratamentos tendo os contaminantes usados
como parametro;

— As analises microbioldgicas independentes de cul-
tivo foram capazes de discriminar os tratamentos
usados.

— A sobreposicdo dos tratamentos na analise de
PCoA teve relacdo com a influéncia do 6leo na es-
trutura da comunidade microbiana;

— Foram obtidos niveis de remocao de 6leo de aproxi-
madamente 30%, tanto em microcosmo em 15 dias,
quanto em biorreator em 7 dias, levando em consi-
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deragdo uma multicontaminagdo de 5% p/p de d6leo
cru acrescido de 260 mg/kg de niquel;

— O estudo em microcosmo foi representativo para
posterior ampliacdo de escala, gerando valores de
remogao similares.
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