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RESUMO

RESCHKE, K.S.S.Estudos microbiolégicos para tratamento de agua $terrdnea de
areas contaminadas por hidrocarbonetos.. Sdo Leopoldo, 2012. 100p. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Civil) — Programa de P@d@cdo em Engenharia Civil,
Unisinos, Sao Leopoldo.

Os compostos conhecidos como TPH (Total Petroleyaird¢arbon) e BTEX (Benzeno,
Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) sdo contaminantasados de derivados do petréleo como a
gasolina e o diesel. Eles sdo provenientes degrad que ocorrem com 0 armazenamento
subterraneo de combustiveis, principalmente emopad¢ abastecimento. Sdo encontrados
em aguas subterrdneas de areas contaminadas pocahimbnetos, que causam impacto
ambiental. Exemplos destes impactos podem seitizagéio dos pontos de captacdo de agua
potavel, mortandade de flora e fauna aquatica,ilitagdo de lavouras e plantacoes,
impermeabilizacdo de solos, redugédo de microrgarssho solo, morte de plantas e arvores,
além de riscos de explosdo devido a evaporacaoodioifp. A presente pesquisa avaliou, por
meio de métodos microbioldgicos, como por exemgescimento microbiano, meio seletivo
para fungos, isolamento, deteccdo de ramnolipigliteste de degradabilidade, os processos
envolvidos com a recuperacao de areas degradadagipmcarbonetos através do isolamento
e caracterizacdo dos microrganismos presentes ca lwontaminado. Foram testadas
diferentes concentracbes de diesel (1%, 2%, 3%, 18%4, 30% e 50%) para avaliacdo do
crescimento de microrganismos indigenas de aredgammadas de postos de combustiveis,
além de verificar-se o potencial de degradacaddtedarbonetos. Acompanhamentos visuais
e microscopicos, além do monitoramento do decrésam pardmetro TPH em diversos
ensaios foram realizados. Os resultados mostrgraefoi possivel isolar e caracterizar os
microrganismos presentes no local contaminado, otesido verificado dois diferentes
morfotipos: bactérias e fungos. No total dos erssatalizados 81,8% eram bactérias Gram
negativas, 4,5% bactérias Gram positivas e 13,7%gdsl Nos ensaios com menor
concentracdo de diesel (1%) houve o melhor creston#e microrganismos o que resultou
em maior eficiéncia no decréscimo do parametro &¢l.TEsses resultados indicam a
possibilidade de degradacéo de diesel em areaansimatdas por via bioldgica, com ressalvas
para altas concentracdes do hidrocarboneto, quardescimento microbiano, nas condi¢des
ensaiadas, foi afetado.

Palavras chaveBTEX, TPH, hidrocarbonetos, microbiologia, biorediacéo;



ABSTRACT
RESCHKE, K.S.S. Microbiological studies for the treatment of groundvater

contaminated areas by hydrocarbons.Sado Leopoldo, 2012. 100p Dissertacdo (Master
Degree in Civil Engineering) — Postgraduate Civilgiheering Program, Unisinos, S&o
Leopoldo.

The compounds known as TPH (Total Petroleum Hydbmeg and BTEX (Benzene,
Toluene, Ethylbenzene and Xylene) contaminantsdaraved from petroleum products like
gasoline and diesel. They are problems that ocmm fthe underground storage of fuels,
especially in gas stations. They are found in arefgroundwater contaminated with
hydrocarbons, which cause environmental impactniptes of these impacts may include:
destruction of the points of capitation of drinkimgter, the death of aquatic flora and fauna,
destruction of crops and plantations, soil sealireduction of soil microorganisms, death of
plants and trees, and hazards of explosion dugetevaporation of the product. This research
evaluated through microbiological methods, suchn@srobial growth, selective medium for
fungi, isolation, detection ramnoli and biodegtaitity test, the processes involved in the
recovery of degraded sites by hydrocarbons thraaitgime isolation and characterization of
microorganisms present on the site contaminateffier®nt concentrations of diesel oil (1%,
2%, 3%, 5%, 10%, 30% and 50%) were tested to agbesgrowth of microorganisms
indigenous of contaminated gas station, and to tiijerthe potential degradation of
hydrocarbons. Accompaniments visual and microsgopic addition to monitoring the
reduction of the parameter TPH in several testewerformed. The results showed that it
was possible to isolate and characterize microasgain the contaminated site, where two
different morphotypes were observed: bacteria andif and 81.8% Gram-negative bacteria,
Gram-positive bacteria 4.5% and 13.7% fungi. Inst@ath lower concentrations of diesel oil
(1%) had the better growth of microorganisms rasglin greater efficiency in reduction of
TPH. These results indicate the possibility of degtion of diesel in areas contaminated by
biological, with exceptions for high concentratiosishydrocarbon, when microbial growth
was affected.

Keyworks BTEX, TPH, hydrocarbons, microbiology, bioremditia;



1  INTRODUCAO

As contaminacdes ambientais provenientes de desrdm@rodutos derivados do
petrdleo junto a reservatorios de armazenamentazanventos em tanques e tubulacdes
subterraneas tém sido objeto de preocupacéao pswai@dade e o governo em fungédo dos
riscos associados a tais problemas, tanto parguassea e saude das populacdes, como para
0 meio ambiente. A contaminacgao por estes derivadts relacionada aos hidrocarbonetos
aromaticos, destacando-se 0 benzeno, tolueno,emtéimo e xileno (BTEX) e o0s
hidrocarbonetos alifaticos, além dos hidrocarban#dtais de petréleo.

Os efeitos danosos destes produtos na naturezanpseleexemplificados pela
inutilizacdo dos pontos de captacdo de agua pottn@tandade de flora e fauna aquética,
inutilizagdo de lavouras e plantagbes, impermeaigdo de solos, reducdo de
microrganismos do solo, morte de plantas e arvaiésn de riscos de explosdo devido a
evaporacao do produto. Um dos grandes riscos e&/passnbientais reconhecidos refere-se a
vazamentos de tanques de combustivel em postdsadéeeimento. Em grande parte destes
postos, 0s tanques ja possuem idade superior an@ e mostram sinais de corrosdo e
rachaduras, o que provoca vazamentos do estoqum. i§to, 0os 6rgdos ambientais de
fiscalizacdo, no caso de Porto Alegre, a Fundagi®rdtecdo Ambiental - FEPAM e a
Secretaria Municipal de Meio Ambiente - SMAM temanstrado grande preocupacdo com

a remediacao dessas areas (TEIXEIRA, 2007).

As acOes ambientais neste sentido s&o diversade degislagdes, como a do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) Resdlagf 273 de 29 de novembro de
2000, que exige a troca dos tanques antigos pguésnjaquetados (aco carbono revestido
com fibra de vidro interno e externamente, comneesesistente a hidrocarbonetos e com
sistema de detecc¢do interno de vazamentos) atuperacdo das areas degradadas. Existem
véarias formas de remedicao deste tipo de passorénptodas utilizam tecnologia importada
0 gque torna o processo altamente custoso e ingekashuitas empresas. Outro fator € que os
processos de remediacdo atualmente utilizados sssaba apenas na remocao fisica destes
contaminantes, ou ainda ndo levam em considerag@ost os fatores para uma
descontaminacédo eficiente. Ainda existe o fatorapenal, que por muitas vezes pode ser

limitante neste processo.
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Uma das técnicas mais usadas sdo os filtros com aasiorvente composto por
carvao ativado. A questdo € que o carvao ativadm ale ser um processo que utiliza
tecnologia cara, o que eleva o custo do produton rocesso altamente impactante ao meio
ambiente e a saude da populacdo devido a emissgases de efeito estufa e geracao de
efluentes toxicos. Uma alternativa vislumbradaatidd utilizacdo de cinza de casca de arroz
como adsorvente desses contaminantes. Esse eatedwio projeto maior aprovado pelo
Edital de Subvencédo Econémica do INOVA RS, finathcipelo Sistema FIERGS, SEBRAE
e FINEP, intitulado: “Sistemas de remedicdo de satantaminadas por hidrocarbonetos,
utilizando filtros para adsor¢cdo composto por rexlte cinza de casca de arroz”, e tem o
objetivo de desenvolver um novo produto para @ifiio como meio adsorvente em sistemas
de remediacdo em areas contaminadas por hidroedsonJa o presente trabalho de
mestrado acrescenta estudos microbiolégicos pataniento de agua subterrédnea de areas

contaminadas por hidrocarbonetos.

Baseado nisto, iniciou-se os estudos para desesrvoina nova tecnologia para
remediacdo ambiental, através de estudos micrgin®, com o foco de utilizar
microrganismos potenciais degradadores de hidronatbs. O trabalho a seguir
desenvolvido foi dividido em seis capitulos. Nonmiro capitulo esta apresentada a
introducao do trabalho. No segundo capitulo esthjetivo geral e os objetivos especificos da
pesquisa. O capitulo trés apresenta a revisaogiifica sobre: combustiveis derivados do
petréleo, remediacdo de areas degradadas por aidoretos e estudos microbiolégicos em
areas contaminadas. A metodologia esta descritapitulo quatro e a apresentacéo, analise e

discusséo dos resultados no capitulo cinco. Pqrsfiim apresentadas as conclusoées.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar processos microbiolégicos envolvidos comrexuperacdo de areas

degradadas por hidrocarbonetos em um posto desalvashto de combustivel.

2.2  Objetivos especificos

. Caracterizar os microrganismos presentes em |laralantaminacdo por

hidrocarbonetos, neste estudo um posto de abastettirde combustivel;

. Isolar microrganismos presentes no local com cont@gdo por

hidrocarbonetos;

. Testar diferentes concentracdes de fonte de carlpana crescimento
microbiano;
. Avaliar a eficiéncia de degradacdo de hidrocarlmmeneste estudo o

diesel, por culturas mistas autoctones da areaconada;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada a revisdo bibliogréocada no tema desta
pesquisa que € estudar processos envolvidos coecuparacdo de areas degradadas por
hidrocarbonetos através de microrganismos. Est@s aneste caso, sdo as aguas subterraneas
contaminadas por combustiveis derivados do petréleo

3.1 Combustiveis derivados do Petréleo

Os combustiveis derivados do petr6leo possuem upnegsivo consumo no
mundo todo, em especial a gasolina e o 6leo dies®, Brasil ndo poderia ser diferente. No
Brasil, sdo produzidos anualmente cerca de 2.0i2sh@or dia de 6leo e derivados do
petroleo (PETROBRAS, 2011). A produc&o nacionatielévados esta segmentada conforme
a Figura 1.

20%

Figura 1 - Produgdo Nacional de derivados do petréb
Fonte: PETROBRAS, 2008

O petréleo € uma mistura complexa de compostosnm@s na maior parte
alcanos e hidrocarbonetos aromaticos, com pequgnastidades de compostos como

oxigénio, nitrogénio e enxofre (FETTER, 1993). Ataizdo dos combustiveis derivados do
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petroleo é realizada por meio de refino. O refimo ptroleo consiste em uma série de
beneficiamentos pelos quais passa o mineral bpai@ a obtencdo desses derivados, estes

sim, produtos de grande interesse comercial (MARDJAROO1).

Os hidrocarbonetos sdo compostos constituidos speahidrogénio e carbono
(RUSSELL, 1994). Segundo pesquisa de Finotti ef24l01) os derivados do petrdleo séo
compostos basicamente de hidrocarbonetos ja ges estpostos que apresentam tracos de
nitrogénio, enxofre ou oxigénio sao removidos nasgutotalidade dos derivados mais leves
durante o processo de refinamento. Os hidrocarbsneais caracteristicos da gasolina e do

diesel sao, além dos alifaticos, os compostos drcosasimples e alguns polinucleados.

Os hidrocarbonetos monoaromaticos (Figura 2), benzelueno, etilbenzeno e
os trés xilenos orto, meta e para, chamados coogpBItEX, sdo 0s constituintes da gasolina
que tém maior solubilidade em agua e, portanto,csgcontaminantes que primeiro irdo
atingir o lencol freatico (CORSEUIL, 1992).

CHs~ CH3
Benzeno olueno Etilbenzeno
CH3 CH3
: : : ; ~CH3 i :
o-Xileno m-Xileno GHEP'KIIEHO

Figura 2— Representacéo da estrutura quimica do BTE
Fonte: MAZZUCO, 2004

Os TPH (hidrocarbonetos totais do petrdleo) sdo umescla de muitos
compostos diferentes e todas as pessoas estadasxpa@stes compostos de diferentes fontes,
incluindo postos de gasolina, 6leo derramado sobreavimentos e mesmo no ambiente de
trabalho (ABDANUR, 2005)Entre os compostos deste grupo estdo 0s monoarom&t

poliaromaticos assim como também muitos outrovddas de petroleo (RUSSELL, 1994).
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Os componentes do 6leo diesel sdo hidrocarbonetos X0 a 20 carbonos.
Devido ao seu maior peso molecular os compostodiekel sdo menos volateis, menos
sollveis em agua e apresentam maior mobilidadendceate do que aqueles que compdem a
gasolina. A proporcao dos compostos aromaticos 25da 35%. As propor¢cdes de BTEX

presentes no diesel sdo geralmente muito baixB(FT1 et al. 2001).

O dleo diesel € um hidrocarboneto produto da edolatemperatura entre 150°C
e 400 °C, com comprimentos de cadeia de carbonol&eC22 (Tabelal). No Brasil, para
motores a diesel, é permitido um nivel de enxoérénd maximo 0,5% (um pouco maior do
gue em muitos outros paises). A reducdo do teandefre pode permitir maior atividade
microbiana. Uma variedade de aditivos que podemsatos para melhorar a estabilidade do
combustivel, nesses incluem-se os compostos arfifabeas, agentes quelantes, detergentes
e inibidores de corroséo, alguns dos quais podesr @mo uma fonte de nutrientes para

microrganismos. O diesel é o combustivel que soBemais variados problemas de
contaminagao microbiana (GAYLARDE et al. 1999).

Tabela 1- FracOes dos derivados de petrdleo

Fracéo N° de atomos C Peso Molecular (g/mol)
Gas 1-4 16 — 58
Gasolina 5-12 72 -170
Querosene 10-16 156 — 226
Diesel 15-22 212 — 294

Fonte: GAYLARDE, 1999

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) esligiceu a Resolucao
n°273 de 29 de novembro de 2000, a qual consideratayle instalacdo e sistemas de
armazenamento de derivados de petrdleo e outrohusiimeis, configuram-se como
empreendimentos potencialmente ou parcialmenteidquoks e geradores de acidentes
ambientais e para tanto estipula uma série de sibogiique devem ser atendidos pelas
empresas que integram o setor de combustivel rsil Beatre os quais a obrigatoriedade do
licenciamento ambiental e a certificagdo dos equgdos de acordo com as normas da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)oelmstituto Nacional de Medidas,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO).
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3.2 Remediacdo de areas contaminadas por hidrocarboneto

De acordo com Abdanur (2005) a contaminacdo dagses hidricos aumentou
em cinco vezes nos ultimos anos e aponta 20 mdsaoemntaminadas no Brasil com
populacdes expostas a riscos de saude. Apesaratudeg investimentos dos paises ricos e 0s
investimentos iniciais de paises em desenvolvimentecuperacdo das areas contaminadas
esta longe de ser resolvida. As limitacdes, pradoignte com relagdo aos altos custos
envolvidos na remediacdo tornam o processo de eeac#o inviavel economicamente.
Segundo o mesmo autor, um dos desafios da remedista na localizacdo e remocéo da
massa de contaminantes que estdo servindo commdontinua de poluigdo nos solos e nas
aguas. Ao serem localizados, os contaminantes pedtanem areas de dificil acesso ou em
profundidades que dificultam a remocé&o, e em algasss a remoc¢ao parcial dos poluentes
ndo acompanha proporcionalmente a melhoria nadgei da agua ou solo, pois o restante
funciona como fonte de contaminag&o por muitos @es a dissolugéo for suficientemente

grande ou rapida pode representar um perigo paieaximeio ambiente.

Uma grande variedade de processos fisico-quimicdso®gicos tem sido
utilizada na remocéao de hidrocarbonetos de petpileos e dissolvidos em agua subterranea.
Processos como extracdo de vapores do solo (S\EEyperacdo de produto livre,
bioventilagdo, extracdo com solventes, incinerat@oes de aeracdo, adsorcao em carvao
ativado, biorreatores, biorremediacdo no localreenutros, tém sido usados para remover
contaminantes organicos de aguas subterraneaemassde solo superficial. Estes processos
podem ser implementados para controlar o movimeetg@lumas (contaminantes), tratar
aguas subterraneas, e/ou descontaminar solos (QURSEWEBER, 1994). Os processos
citados se caracterizam por apresentarem altosscdstinstalacdo e manutencédo, e também

por estarem associados a longos periodos de tnatame

Os contaminantes volateis quando presentes no @aolma agua podem ser
liberados em contato com o ar por uma variedadproeessos fisico-quimicos, sendo que
estas liberagbes ocorrem em resposta as alteragbesaturacdo da agua, do solo, as
modificagdes na quimica da agua e do gas, e asnaslaas propriedades da superficie do
solo ou sedimento (NRC, 206pudABDANUR, 2005).

Na maioria dos casos de contaminagcdo por combisstieen postos de
abastecimento, a preocupacdo do diagndstico temastado pela delimitagdo das fases
adsorvida e livre, em que as acoes de remediaghmpser mais efetivas. As tipicas zonas de

ocorréncia de cada fase sdo apresentadas na Bigura
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Fase Adsorvida ou residual Fase Condensada Pavimento (zonas urbanas)
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Figura 3- Fases de contaminac¢&o por LNAPL no subswol
Fonte: AZAMBUJA et al. (2000)

Os pesquisadores AZAMBUJA et al. (2000), descreeettassificam as fases de

contaminacgao da seguinte forma:

a) Fase livre — Constitui-se em um véu sobre o topéreftico livre e que pode
ser mais ou menos espesso, dependendo da quandelgsieduto derramado e da dinamica
do sistema freatico. A fase livre ndo é compostduskvamente por hidrocarbonetos. Estudos
experimentais referidos por Sauck (20@pud Azambuja et al. (2000), demonstram que
apenas 50% dos vazios do solo sdo ocupados pocaitonetos, sendo que a outra metade é
ocupada por agua e ar. Por se tratar de uma miséiar&xiste um limite estrito entre a fase
livre e as demais fases, mas uma banda de trargigipode ser mais ou menos espessa, de
acordo com a viscosidade do hidrocarboneto, madmigufreqiiéncia das oscilacdes freaticas,
guantidade de oxigénio disponivel, porosidade do s@inda o tempo transcorrido desde o

vazamento, entre outros fatores intervenientes.

b) Fase adsorvida — esta fase também pode ser demtamfage residual,
constitui-se no halo de disperséo entre a fonteiwa freatico e caracteriza-se por uma fina
pelicula de hidrocarbonetos envolvendo grumos de ®o descontinuidades existentes no
sapradlito ou rocha, sendo mais importante para@dupos mais viscosos como o diesel. Esta
fase pode ser mais ou menos significativa, depeltdata viscosidade do produto, da

porosidade do solo e das oscilacdes do freatice. liv

c) Fase dissolvida - Constitui em contaminacdes pesotlicdo de aditivos
polares e por uma fracdo emulsionada de hidrocatbsmue possui maior mobilidade e

dissipa-se abaixo no nivel freatico livre, sendasnmraportante para fluidos menos viscosos
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como a gasolina. A quantidade de hidrocarbonetssohliidos depende das condi¢cbes de
degradacgdo (ou bioconversédo) do produto, estandim mmais relacionada a participagédo da

fase adsorvida e muito menos ligada a espessudseseléivre propriamente dita.

d) Fase vaporizada - Constitui uma fase gasosa doparmntes volateis dos
combustiveis e que ocupa vazios do solo ou rocbados mais importante para o0s
hidrocarbonetos de menor ponto de vaporizagdo, ammeles que compdem a gasolina. A
bem da verdade, a fase gasosa dos hidrocarborstéopresente em meio as demais fases,

mas € mais significativa na regido vadosa do sabsol

e) Fase condensada - Aparece mais tipicamente em aréasmas onde a
pavimentacdo do solo é intensa e pouco perme&elcterizando-se pela acumulagédo de
produtos condensados sob os pavimentos. Na veéladmelhante a fase adsorvida, porém
com composicado diferente do produto original emudie do fracionamento seletivo da

vaporizagao.

Nos processos de remediacéo citados, quando sertecansideracéo as fases de
contaminacdo, em postos de combustiveis, tem-se alathicdo a investigacdo para que as
fases livre e adsorvida sejam prioritariamententiieadas e limitadas, isto porque é

exatamente nestas fases que as remediacdes pagssua@lhor desempenho.

Dos compostos: benzeno, tolueno, etilbenzeno enoslgBTEX), o primeiro
normalmente € um dos compostos que mais influenermnavaliagbes de andlises de risco
(CETESB, 2001). Desta forma, segundo Abdanur (2Q@%)apresentar maior mobilidade no
solo e ser carcinogénico, o benzeno, € normalnm@idatario nas acdes de remediacdo em

locais onde séo detectados hidrocarbonetos ddguetrd

As técnicas de remediacdo podem ser realizaglasitli, ou seja, por meio da
retirada do material contaminado para posteridaimanto ou ih situ’, quando o material
nao é retirado (MARIANO, 2006). O Quadro 1 apresesiguns exemplos de técnicas de
remediacgéao.



Quadro 1 — Exemplo de técnicas de remediagdo

Lavagem de solasbilwash)

Incineracao

Biorremediacao:

- reatoresglurryphase)

- sistemas de tratamento de residuos nggselo
landfarming,biopilhas)

Lavagem de solas6il flushing

Extracdo de compostos organicos volatsiH,
bioventing

Biorremediacao

Tratamentos “ex-situ”

Zona nao-saturada

Tratamento “in-situ”

Adsor¢éo de compostos

Tratamentos “ex-situ” | Coluna de aeracaaistripping)
Biorremediacao

Bombeamento e tratamenfmuMmpandtregt
Tratamentos quimicos (injecdo de oxidantes,
barreiras reativas,etc.)

Extracdo de compostos orgéanicos volateis
(airsparging,bioventiny

Biorremediacao

Tratamento “in-situ”

Zona saturada

Fonte: MARIANO, 2006

Dentre os tratamentos de areas degradas por hibdovedos, o processo de
biorremediacéo é bastante utilizado. Segundo M@QRa6), as aplicacdes de biorremediagéo
(in-situ) sdo principalmente para hidrocarbonetos aromapotsiclicos (PAHs), compostos
organicos semi-volateis, ndo-halogenados e benzelugno, etilbenzeno e xileno (BTEX)

(Figura 4). As principais caracteristicas sao:
v Matriz do solo
v Necessidade de tratamento da agua subterranea
v Necessidade de dispor adequadamente o lodo
v Proveniente do tratamento da agua subterranea

v Entupimento devido ao crescimento bacteriano nagp$aue introduzem

nutrientes
v Fluxo preferencial de agua em solos argilosos
v Altas concentracdes de poluentes
v Baixas temperaturas

v Toxicidade do peroxido de hidrogénio (100 a 200 ppm
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Pocos para Re-injecdo
de dgua subterrinea

Irrigacio por
Poco para ASPCLSan
bombeamento

a8
ey
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4 Rocha &
R
Lencol fredtico

Aquifero local

Poco para
monitoramento

¥

Solo com baixa permeabilidade

Lencol subterrdneo

Figura 4 — Sistematica de Biorremediacao
Fonte: Morita (2006)

A mesma autora ainda cita que se pode utilizarnapostagem gx-sit como
forma de biorremediacdo, com principal aplicacdocempostos organicos biodegradaveis.

As principais caracteristicas sao:
v Area requerida para a compostagem
v Escavacgao de solo
v Liberacdo de COV’s
v Aumento do volume de solo a ser tratado
v Altas concentracdes de metais pesados

Segundo a pesquisa de Azambuja et al. (2000), aagdig dos contaminantes
entre as fases no solo pode ser modelada atravasamismos de transferéncia de massa, ou
seja, adveccdao, dispersdo e atenuacdo. Essa cagéeité que fundamenta os modelos
analiticos ou numéricos que sdo empregados pangerp@u avaliar a dinamica dos

contaminantes em um sistema. Esses mecanismossapdescritos:

a) Advecgcdo - Consiste no mecanismo onde 0S comdaut@s seguem
coincidentemente com os vetores de fluxo e guantam relacdo direta com a velocidade de
percolacéo no solo. E o mecanismo preponderanf@macio e na mobilizacio da fase livre

de hidrocarbonetos.
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b) Dispersdo- Consiste no mecanismo responsavel pela diminuicdo d
concentracdo de contaminantes no fluido de per@olacque pode se dar através de dois
processos: dispersdo hidrodinamica e difusdo mialecd dispersédo hidrodinamica acontece
pela restricdo de fluxo nos poros do solo que gestacdo de velocidade da percolacdo dos
componentes mais viscosos. A difusdo molecularn&ingecamente, um fenémeno de
diluicdo de componentes sollveis e é o principakgsso formador da fase dissolvida,
responsavel pela maior mobilidade dos contaminariiste processo estd associado a
formacéo da fase adsorvida e também pela produg@mna fracdo de emulsfes que podem

compor a fase dissolvida.

c) Atenuacéo - Consiste na redugao de contamintmatesportados pela adveccéao
ou diluicdo através de reacfes quimicas ou fisidougas. A atenuacdo quimica € mais
intensa em solos com maior capacidade de trocanczdi e atua reduzindo componentes das
fases livre e adsorvida. Também nesse elenco géegastdo as reacdes de bioconverséo,
pelas quais parcelas dos hidrocarbonetos sao draresfas em acidos organicos ou mesmo

sdo totalmente oxidadas.

Pearson e Oudijk (1993pud Mariano (2006) citam as principais causas de
vazamentos relacionados aos sistemas de armazdoasgrierraneos de combustiveis

(SASC) encontrados nos postos de combustiveis:

- Os tanques sao frequentemente instalados semumerchidado, podendo

provocar algum tipo de dano nas paredes;

- Os tanques normalmente ndo sofrem nenhum tipmateuitencdo, permitindo,
assim, que a corrosao se instale e comprometagristdde do material. Tanques que ficam
em contato direto com o solo também irdo corroes mapidamente por causa da umidade e

precipitacao;

- Quando os tanques ficam vazios ou parcialmert@sao lado de dentro do

tanque pode corroer rapidamente;

- Os SASC sdao frequentemente instalados sem ecpmtatddica, e detectores de

vazamentos;

- Os tanques sdo normalmente construidos de panegdes, sem revestimento

com material anti-corrosivo;
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- Quando os tanques sao instalados em solos pedegosdo cobertos com
enchimentos reiterados ou com entulhos de constrypgiimitem rachaduras por pedras, que

se expandem dentro de poucos anos;

- Oscilagbes do nivel freatico provocam condicdesisnfavoraveis para a
corrosdo dos tanques e suas conexfes quando sdladas na altura ou abaixo do nivel

freatico. Agua subterranea com pH acido pode aredecorrosdo do tanque.

A analise da presenca de hidrocarbonetos nas é&geascas € realizada,
tipicamente, através de pocos de monitoramento,oemh participacdo de extratores
pneumaticos adaptados em piezémetros cravaveiesmamem sondas CPT esteja crescendo
de participacdo. E necessario ter-se presente gbgetivo da analise em agua ¢é identificar a
fase dissolvida. Assim, a coleta de amostras deitareo contato com a fase livre que,
normalmente se manifesta como uma escuma no topévebd’agua. E importante destacar
gue a amostragem de agua é mais delicada do q®lenpois minimos descuidos com a
limpeza dos equipamentos implicam em contaminagfizada. Isso se deve ao fato de que os
padrées de controle das contaminacdes nos aquf@ooda ordem de pg/litro (AZAMBUJA
et al 2000).

3.3  Estudos microbioldgicos em areas contaminadas

Estudar microrganismos significa entender suasuteséis, velocidades de
crescimento, meio preferencial para a cultura, patés para reproducao, etc. Para isto,
existem diversas técnicas e metodologias paraugl@stos microrganismos. Neste capitulo
serdo abordados técnicas e métodos ja utilizadesgséudos microbiolégicos que degradam
hidrocarbonetos.

Os microrganismos sao organismos altamente adaptacapazes de
crescer,utilizando um elevado numero de distimtagefs de carbono e nitrogénio e de ocupar
uma variedade inesgotavel de nichos ecologicos [EMV1999apudANDRADE, 2008).

Para o crescimento, multiplicacdo e desenvolvimeradequado de
microrganismos fora de seu habitat normal sdazatls meios de cultura. SGo denominados
meios sintéticos quando possuem composicdo quidefiaida e complexos quando sua

composicao ndo é conhecida completamente (ANDRADES).

Raramente ocorre na nhatureza ambientes contendoaspam tipo de

microrganismo. Em vez disso, comunidades de miarosgnos estdo interagindo no
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ambiente natural, por isso, métodos e procedimesdtosiesenvolvidos para isolar e cultivar o
organismo de interesse (ATLAS e BARTHA, 1998).

3.3.1 Metodologias aplicadas em estudos microbicddg

O método mais comum e usado para isolar e cultivarorganismos é a técnica
de enriquecimento de culturas. Nesta técnica uno m@ieral e condigbes de incubacdo sao
escolhidas para selecionar o organismo alvo e mdimbs organismos indesejaveis. A
estratégia do enriquecimento aumenta as chancescdatrar-se em uma amostra ambiental

microrganismo de interesse que se adapte as cesasgolhidas (BROCK, 2000).

Gaskin e Bentham (2005) descrevem que o enriquetint® microrganismos é
estabelecido através da escolha do inoculo apdmprem um meio seletivo. Muitas
estratégias de enriguecimento podem ser desenas|whtretanto ambos, o meio de cultura e
as condicfes de incubagédo, sao criticas para esude enriqguecimento. Essa técnica auxilia
no isolamento dos microrganismos que sao capazewtdolizar um determinado substrato
e que podem estar presentes em pequena quantidadeastra original. O meio precisa ter
como fonte principal de carbono o composto queesejd degradar. Apds varios dias de
incubacgdo, uma aliquota da primeira amostra éfeada para um segundo frasco contendo a
mesma constituicdo do primeiro. Esse processo @idepvarias vezes com 0 objetivo de
eliminar toda a matéria organica que possa terovicmn a amostra ambiental. Apos a
incubacédo do ultimo frasco, o material é transtegdra um meio solidificado contendo a
mesma fonte de carbono utilizada no meio liquidedAa incubacéo os microrganismos que
se desenvolveram no agar podem ser constituidoong@anismos que degradam aquele
substrato como fonte de carbono e/ou energia. duéais pratico e utilizado para
obtencéo de col6nias isoladas consiste na semeanusaiperficie, no meio de cultura, até o
esgotamento do in6culo. Neste método, os microsgars sdo inoculados na superficie de
um meio de cultura sélido com o auxilio de uma aleaplatina, fazendo-se estrias na
superficie deste meio. O inéculo é progressivamdiitédo, de modo a obter-se no final,

células isoladas que darao origem a uma colonie (MDRADE, 2008).

A enumeracdo de microrganismos, ou determinac&@uadiomassa, € um dado
fundamental para estudos microbiol6gicos. Sua agé@di em processos biolégicos € de
fundamental importancia, pois estabelece a efetileddo sistema. Existem muitos métodos
para determinar o crescimento bacteriano: a comtagdular por métodos diretos e indiretos,

determinacao da massa celular (por peso seco dumpadimetria) ou através da avaliacdo da
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atividade celular (ANDRADE, 2008). Segundo a mesmuatora, o0s dois métodos
guantitativos mais comuns sdo aqueles que avaliadmero de células e agueles que medem
0 peso celular. O namero também pode ser determipalhs medidas das quantidades dos
varios constituintes celulares, como DNA, RNA, NADNMADPH, ATP ou proteinas, bem

como a quantidade de certos produtos metabdlicos €& liberado na respiracao.

Existem alguns fatores que influenciam para o sucda biodegradacéao durante a
biorremediacdo, e estdo relacionados a diversidaei@bolica dos microrganismos e as
limitagGes intrinsecas, do local, como nutriengg$, temperatura, além da concentracéo do
combustivel. Para a degradacédo das fracdes decaibometos na gasolina é necessario a
bioestimulacdo com nutrientes, onde se destacantragénio e o fésforo como os mais
exigidos. Uma condicdo Otima para que ocorra qurodegradacdo de combustiveis é a
presenca de nutrientes na relacdo C:N:P de 700&IXEIRA, 2007).

Os microrganismos identificados coniRseudomonas putide@ Pseudomonas
aeruginosae mostraram capazes de degradar compostos taxiopgorados na gasolina
comercial (TEIXEIRA, 2007). A identificacdo, o isohento, purificacdo e armazenamentos
destes isolados foram realizadas apdés 3 transfaggn& cultura crescida foi diluida em
solugéo salina (NaCl 0,85%) e plaqueada em meioraggtivo, sendo as mesmas incubadas
a 30°C por 24 horas. As colonias de bactérias idaesmas placas que apresentaram
diferencas morfologicas visuais tais como: aspetatimanho, coloracdo, forma e borda da
colénia. Foram purificadas e armazenadas a 4°Qikas de ensaio com meio inclinado, com
repicagens quinzenais. Os isolados bacterianosnfatantificados pelo sequenciamento de
uma regido de gene do rRNA 16S (TEIXEIRA, 2007).

As moléculas de hidrocarbonetos suscetiveis a g&alanicrobiana podem estar
sob a forma de cadeias alifatica, aromaticas, ngartas, lineares ou ramificadas que sao
modificadas para obtencdo de compostos usados tadofismo celular. Os hidrocarbonetos
de cadeia alifatica possuem um grande potencidieemos de substrato para o crescimento
de algumas espécies de microrganismos (WATLINSGADRGAN, 1990).

Para a andlise da degradacdo dos hidrocarbonetosdas meétodos mais
utilizados é a cromatografia gasosa. Atualmenta;ge utilizado técnicas sofisticadas, como
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometnesigas e ionizacado de chama para o caso
de compostos organicos que permite separar e fjcantnisturas complexas através das
areas dos picos individuais. A amostragem quezatihiheadspace bastante utilizada para

analise de compostos organicos volateis (COVs), determinacdo das fracdes de
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hidrocarbonetos que sdo consumidas pelos micrag@si durante o seu crescimento em
combustiveis. Os picos cromatograficos podem smitifitados pelos tempos de retencéo,
medidos a partir do tempo de injecdo da amostra tEmpo do maximo do pico (TEIXEIRA,
2007).

Segundo Andrade (2008), caracteristicas morfolég&&n fundamentais para a
caracterizagcdo dos microrganismos. Algumas dascteaisticas morfolégicas a serem
analisadas podem ser: cor, forma da borda, brilconsisténcia da col6nia, e a coloragao
diferencial de Gram, amplamente utilizada paratilear e classificar bactérias, porque
reflete uma diferengca fundamental na estrutura deede celular. A caracterizagéo
morfolégica das colbnias de bactérias, embora lttaba e até certo ponto subjetiva, é
importante como uma primeira aproximacao para ayadi da diversidade de populacdes
microbianas. O estudo de um maior niumero de repi@ses das populacdes pode tornar-se

viavel com o agrupamento morfologico de individeemelhantes.

Souza et al. (2010) realizaram o isolamento dogamganismos em meio BH
sélido, suplementado com 1% de gasolina pela téaecincorporacédo. As coldnias isoladas
foram estriadas em meios de cultura solidos: Tegaty Agar (TSA) para bactérias e
Sabouaud para fungos filamentosos e leveduras. Agéslamento os fungos, leveduras e

bactérias foram caracterizados morfologicamente.

Souza et al. (2010) utilizaram a técnica que ctmsi® indicador redox 2,6-
diclorofenol indofenol (DCPIP) em meio mineral Blane derivado do petréleo em uma
microplaca. O principio deste teste € que duramei@dacdo microbiana dos hidrocarbonetos,
elétrons sao transferidos até aceptores como agrigéitrato ou sulfato. Ao incorporar um
aceptor de elétrons como o DCPIP ao meio de culéupsssivel averiguar a capacidade dos
microorganismos em utilizar hidrocarbonetos comustato pela observacdo da mudanca da

cor de azul (oxidado) para incolor (reduzido).

Luz et al. (2011) também testaram o indicador re2i@xdiclorofenol indofenol
(DCPIP) em meio mineral BH com derivado de petr@enoculo, porém com utilizacdo de
tubos de ensaio e com agitacdo constante das asyostnforme metodologia descrita por
Kubota et al. (2008).

Pirrblo (2006) aplicou o teste de degradabilidatiézando o mesmo indicador
(DCPIP) modificando a metodologia original (HANDS@Nal. (2003)) que utilizava placas

multipocos e cultivo estético. O autor realizoustudo utilizando tubos de ensaio com meio
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BH, indicador, fonte de carbono e inéculo padrothiza manteve incubados a 30°C e 200

rpm até completa descoloracao.

Segundo Souza et al. (2010) a analise microbicddd@gcnecessaria para uma
averiguacao do potencial de biodegradacdo de rgenegmos autoctones para uma possivel
biorremediacdo de uma &rea contaminada. A mesmeaaeissalta ainda que, mesmo que as
empresas de remediagcdo poucas vezes adotem préicidgicas para reduzir uma
contaminacédo, a biorremediacdo € um dos focos ipaiscda era biotecnoldgica e visa

contribuir com a gestao e a recuperacao de aregancimadas.

3.3.2 Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos de superficie capaeddzir a superficie e tenséo
interfacialnas interfaces entre liquidos, sélidogases, permitindo-lhes assim para misturar
ou dispersar facilmente como emulsfes em agua tosoliquidos.Estes geralmente sao
compostos toxicos ao meio ambiente e nado biodéaygessl (BANAT et al. 2000).

Biossurfactantes sdo compostos estruturalmente rsose produzidos
principalmente por hidrocarbonetos utilizando micganismos que apresentam
atividade de superficie. Os biosurfactantes saopostos formados por moléculas com
por¢cBes hidrofébicas e hidrofilicas que atravésele acumulo nas interfaces entre as fases
fluidas com diferentes graus de polaridade (6la@ag agua/dleo) reduzem as tensbes
superficial e interfacial aumentando a area sugaltfde compostos insoluveis, permitindo o
aumento da mobilidade, biodisponibilidade e subsetgibiodegradacdo. Sdo compostos com
baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (BANA®Rle 2000).

Muitos tipos de biosurfactantes sdo estudadose ehdis, os ramnolipidios, que
pertencem a classe glicolipidio ramnolipidio, pmadwantemente identificados de
Peseudomonas AeruginoSEJLEVA et al.2002).

Ramnolipidios sdo compostos formados por uma og maléculas de raminose,
ligadas a uma ou duas moléculas de acido b-hideoaitico, sendo os glicolipidios mais bem
estudados (DESAI e BANAT, 1997).
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Biossurfactantes sdo compostos anfifilfcode origem microbiana, com
consideravel potencial em aplicacdes comerciaiddmersas industrias. Eles tém vantagens
sobre o0s seus produtos quimicos homodlogos quaridodegradabilidade e eficacia em
situacbes estremas de temperatura ou pH e com menacidade. Atualmente,
biossurfactantes sao utilizados principalmente studes sobre recuperagcdo avancada de
petréleo e de biorremediacao de hidrocarbonetodN@Ret al. 2000).

Os compostos biossurfactantes possuem varias ‘emstagpbre os surfactantes
guimicos, tais como: menor toxicidade, maior degipddlade, melhor compatibilidade
ambiental, maior formacdo de espuma, alta seleiddd e atividade especifica em
temperaturas extremas, pH e salinidade e aindai@wssa capacidade de ser sintetizados a
partir de matérias-prima renovaveis (DESAI e BANAY97).

3.3.3 Tratamento de areas contaminadas

A utilizagcdo de processos biologicos para a deaocgnacdo de areas
contaminadas com hidrocarbonetos tem se tornado sohsdo viavel e de resultados
positivos. O uso de microrganismos € uma alteraambiental, que gera a sustentabilidade,
visando a minimizag¢ao dos impactos ambientais gerpdlos tratamentos convencionais. Os
principais microrganismos degradadores de hidrocestos sdo as bactérias e fungos.
Geralmente os compostos organicos sao degradadosn@or eficiéncia em ambientes
contendo muitas espécies do que em culturas pwasmd Gnico microrganismo, pois o
produto da degradacdo parcial de um organismo seomo substrato para outro
microrganismo. Uma comunidade microbiana tambémais mesistente do que uma cultura
pura a produtos toxicos resultantes da biodegradggis um de seus individuos pode ser
capaz de detoxifica-lo (ARAUJO, 2002).

A microbiota € a principal responsavel por essadiiicacdes ao longo do tempo.
As comunidades naturais de microrganismos tém anorével versatilidade fisiol6gica, sendo
capazes de metabolizar e as vezes mineralizar onmenmnimero de compostos organicos.
Provavelmente todos os compostos naturais, semideoas sua complexidade, serao

degradados por uma ou outra espécie em algum amlparticular. Por exemplo, algumas

! Segundo George Georgiowntpostos anfifilicos consistem em moléculas quesyas grupamentos hidrofilicos e
hidrofobicos, os hidrofébicos freqlientemente séda wadeia de hidrocarbonetos. Possuem elevadaaatévisuperficial e
emulsificante.
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espécies d®seudomonapodem degradar mais de 100 substratos utilizandmo® fonte
de carbono (ALEXANDER, (1994)ad ANDRADE, 2008).

BN

Existem substancias resistentes a biodegradaca@mackas recalcitrantes ou
bioimunes. Muitas destas substancias, como muogpostos organicos, biodegradam-se
apenas parcialmente, em vez de mineralizar-se etampénte. Elas sdo transformadas em
compostos organicos, alguns dos quais podem sienlbies ou mesmo mais toxicos que as
substéancias originais (ANDRADE, 2008).

A remediacao bioldgica (Biorremediacaositu) realizada no local da poluicao
utiliza a microflora original presente no ambiemqastindo da idéia de que 0os microrganismos
presentes j4 estdo adaptados aos contaminantésnéeds Ja a Bioestimulacdo é realizada
através da adicdo de nutrientes e/ou surfactamtesmente no local contaminado com o
objetivo de aumentar a atividade de populacdesiderganismos autdctones degradadores
ou a biodisponibilidade do poluente (IQSC, 2006).

Na bibliografia mundial existem trabalhos que esatath a remedicdo de areas
contaminadas por hidrocarbonetos utilizando mi@oigmos, a seguir resumidamente

descritos.

O trabalho realizado por Aradjo e Lemos (2002), @xemplo, diz respeito ao
isolamento e identificacdo de fungos filamentosagaédos de solo contaminado com
hidrocarbonetos de petrdleo. Através do isolamefeio a partir de solo do local da
contaminacdo foram obtidas 75 colonias, dentre umssg60 apresentaram capacidade de
degradacdo de hidrocarbonetos em meio sintéticom@ss de cultura utilizados foram
Sabouraud, Batata Dextrose Agar (BDA) e Czapeck c¢otito de oferecer opgdes
nutricionais apropriadas para o desenvolvimentodiersos fungos presentes nas amostras.
A metodologia utilizada para a caracterizacéo fi¢icaica de esgotamento de semeadura feita
por estrias em uma sequéncia de trés etapas. Iestao estudo as linhagens isoladas foram
identificadas de acordo com a metodologia desgta Gerlach e Nirenberg (1982),
utilizando meio nutritivo sintético agarisado-SNA BDA, aplicando a técnica do
microcultivo. Como resultados deste estudo as ¢jeha selecionadas foram submetidas a
identificacdo, que resultaram na divisdo dos mganismos em 4 género&spergillus
Penicillium Paecilomyces Fusarium Estes géneros foram subdivididos nas seguintes
espéciesAspergillus Niveus, Aspergillus Niger, AspergilMsrsicolor, Aspergillus Terreus,
Aspergillus Fumigatus, Penicillium Corylophilum, dédomyces Variotti, Paecilomyces

Niveus e Fusariump sp
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Ja& Souza et al. (2005), desenvolveu um estudo coanriguecimento das
amostras, utilizando meio mineral Bushnell HaasH; Bontendo um dos petroderivados
como fonte de carbono 1%. O isolamento foi reabzawah meio BH solido, adicionando-se as
fontes de carbono (6leo Diesel, gasolimankere querosene) pela técnica de nebulizacdo ou
por incorporacdo sobre o meio semeado com as amopteviamente enriquecidas. As
colénias isoladas foram purificadas por estriagpéanas de Petri, contendo os meios sélidos
TrypticSoy Agar - TSA (meio pronto da Oxoid) paractérias e Sabouraud — SAB para
fungos filamentosos e leveduras. Passado o pededoncubacédo a 35°C (bactérias) e 30°C
(leveduras e fungos filamentosos), as coloniasnfoteansferidas para tubos de ensaio,
contendo os referidos meios sélidos. Posteriormepnte microrganismos foram
preliminarmente identificados, sendo sua morfol@gialisada através da microscopia optica
para a caracterizacdo dos diferentes grupos mamobi A selecdo de bactérias e leveduras
conforme a potencialidade de degradacédo foi awalkad placas multipogos. Ja a selecdo de
fungos foi realizada pelo potencial degradadorfdagos segundo a metodologia de Gomes
(2004). Todo este estudo resultou na identificagdselecdo de microrganismos com
potencialidade para os derivados de petréleo edtisda citados anteriormente, onde foram
testadas 86 linhagens, dentre as quais 40 eramrigact23 eram leveduras e 23 eram fungos

filamentosos.

Por fim, Jacques et al. (2007), descreve a biomemao de solos contaminados
com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP&rias vias metabolicas de degradacéo
dos HAPs ja foram identificadas em diferentes mganismos, poréem as mais estudadas séo
as do metabolismo aerdbio realizado pelas bactgrédgs fungos lignoliticos e pelos fungos
nao-ligniliticos. Também foi estudado que os fungoebém podem metabolizar os HAPs.
S&o duas as principais vias descritas na literatupaimeira esta relacionada aos fungos nao-
lignoliticos e a segunda aos fungos lignoliticos.aDtores citam também que a compostagem
€ uma técnicax situque pode ser utilizada para o tratamento do sahldaotinado com
HAPs, sendo este normalmente removido do localridgerm e colocado na forma de pilhas,
num local que permita o controle da lixiviacdo e ekwoamento superficial dos liquidos
originados dessas pilhas. Neste solo, € desencadeagrocesso em que 0S microrganismos
aerbbios degradaram os contaminantes organicassfdrenando-os em material organico
estabilizado, C® e agua. Como conclusdo do estudo os autores aeforque a
biorremediacdo € uma alternativa para a remocédo HIBRPs do solo, na qual os

microrganismos degradadores transformam-os eméadias inertes, Ce agua.
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Algumas das formas mais comuns de degradac¢do decaiionetos aromaticos e
alifiticos sdo a Degradacdo quimica, chamada Fgtadacdo e a Volatizacdo. A

biodegradacéao € uma das principais vias de eliddmédgs hidrocarbonetos do solo.

A biodegradacdo dos compostos BTEX pode ser rapset® por uma reacao
quimicaonde os hidrocarbonetos, em presenca de agptoa de elétrons, nutrientes e
microrganismos séo transformados em agua, dioxédoadbono e mais microrganismos.Os
aceptores de elétrons, compostos que recebem nslégosdo portanto, reduzidos, sao
principalmente o oxigénio, nitrato, ferro férricoselfato (CORSEUIL et al. 1996pud
CORSEUIL, 1997).

Banat et al. (2000), apresentam alguns microorgarsscapazes de produzir
biossurfactantes, entre el@seudomonasaeruginosa GlePseudomonasaeruginosa UW-1

que produzem biossurfactante do tipo ramnolipideos.

Golveia et al. (2003) isolou 13 linhagens caraztetas como produtoras de
biossurfactantesramnolipidios, sendo que 11 defdesmm resultados positivos apos 72h de

cultivo e formaram halo azul quando testado conh @zunetileno.

Ramos et al. (2010), também citam que diversa®legias ativas e passivas sao
utilizadas para recuperar areas impactadas poradies de petrdleo. Dentre as tecnologias
ativas, a bioestimulacdo anaerdbia baseia-se rzagéio de receptores de elétrons
alternativos (nitrato, ferro, sulfato) e consiste introducdo de nutrientes em forma de
fertilizantes organicos ou inorganicos num sistesr@aminado, no qual se da o aumento da
populacdo de microrganismos naturalmente presembesolo contaminado. O uso de
receptores de elétrons no meio impactado podeasacterizado pelo conceito de seqliéncia
de potenciais de oxidac&o-reducéo, o qual auxidialinitacdo de zonas de oxidacao-reducéo

nas aguas subterraneas.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos saotegeransformadores eficazes
face a sua habilidade em degradar uma ampla dieglsi de substancias organicas,
comumente encontradas nos efluentes gerados péilaarias e industrias. Por assimilarem
tais substancias, como fonte de carbono e/ou degianeos microrganismos vém se
apresentando como poderosa alternativa aos métodgsncionais de tratamento,sendo cada

vez mais empregados na resolucéo de problemasm@aibi@QJRURAHY, 1998).

Teixeira (2007) avaliou isolados degradadores delgem segundo a morfologia

das col6nias segundo aspectos visuais (tamanhwacab, forma e borda da colbnia) e para
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células (teste de coloracdo de Gram). Nos resutatcontrados por Andrade (2008) as
colbnias estudadas apresentaram formas, bordas;taspe consisténcia bastante variadas.
Foram observadas formas fusiformes, circularesgudares, puntiformes e filamentosas e as
bordas das col6nias variaram em irregulares, lisbsdas e erodida. Colbnias de aspecto
brilhoso, transparente e opaca foram observadagoasisténcia variou entre viscosa e seca.
As bactérias apresentaram trés formas diferergé&ieas (cocos), alongadas (bacilos) e uma

forma intermediaria denominada coco-bacilo quandoraprimento ndo atinge duas vezes o
diametro.

Um dos géneros de bactérias mais estudados até édRseudomonas
(URURAHY, 1998), frequente objeto de estudo da shgea genética. A Tabela 02

apresenta alguns géneros de fungos e bactériaspagsmiem capacidade de degradar
hidrocarbonetos.

Tabela 2 — Exemplos de géneros de Fungos e Bactsérifegradadoras de hidrocarbonetos

Fungos Bactérias
Aspergillus, Aureobasidium, Beaveria, Candida, Acinetobacter, Acromobacter, Alcaligenes,
Chrysosporium, Clasdosporium, Cochkiobolus Arthobacter, Bacillus, Choromobacteruim,
fusarium, Geotrichum, Glicocladium, Minilia, corynebacterium, Micrococcus, Mycobacterium,
Mortierella, Penicillium, Phoma, rhodotorula, Nocardia, Proteus, Pseudomonas, Sarcina,
Saccharomyces, Sprotrichum, Tolypocladium,|  Spirillum, Streptomyces, Vibrio, Xxanthomonas
trichoderma, Verticillium.

Fonte: URURAHY, (1998)

No estudo realizado por Souza et al. (2004) forstatlas amostras poluidas por
petroderivados e destes 86 morfotipos isolados, f@@m fungos filamentosos, que
apresentaram potencialidade de degradar os desivhpetroleo.
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo esta descrita a metodologia des@daopara realizar os estudos
de acompanhamento microbioldgico realizados comstram de dgua subterranea de areas

contaminadas por hidrocarbonetos.

Foram realizados acompanhamentos visuais do crestonmicrobiolégico e
avaliacdo quantitativa da degradacédo de diesehyio de ensaio cromatografico de TPH.
Também foram realizados testes de degradabilidaitizacdo do indicador redox e producéo
de ramnolipidios.

A avaliacdo do crescimento microbiano foi realizddaforma indireta, por meio
de acompanhamentos visuais da cor (aumento da aorarela), da turvacdo (formacéo de
material préximo ao anel da fonte de carbono (EG@nsumo da FC (diminuicdo do anel de
diesel imiscivel no maio de cultura — reducdo geessura em relacdo ao inicio) verificados
nos tubos. Nas placas, a observacdo também foialyiqaelo acompanhamento do
crescimento de colbnias e suas caracteristicasolagidas (coloracdo, forma, forma da
borda, aspecto e consisténcia) e com auxilio doosiépio a forma da célula e coloracdo

diferencial de Gram (para bactérias).

4.1 Descricao da area contaminada e coleta de anrast

A agua subterranea contaminada por hidrocarboréetmsunda de um posto de
abastecimento de combustiveis localizado em Polegré (Figuras 5 e 6). Este posto de
combustivel, segundo avaliagdo ambiental, estéaconado por diesel e possui tracos de
gasolina. Essa contaminacdo estad relacionada ameams ocorridos nos tanques
subterraneos de estocagem e a vazamentos acidemtasn linhas de transporte
(PROJECONSULT, 2009).
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Figura 5 — Mapa de localizacdo do Posto de Abastesinto
Legenda: A — Posto de abastecimento de combussuadiado

Fonte:http://maps.google.com.br/

A
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Figura 6 — Posto de abastecimento com identificac&@ms pocos de monitoramento (flechas azuis)
Fonte: Projeconsyl2009

A agua contaminada por hidrocarbonetos foi retidaaencol freatico, por meio
de bombeamento e levada até o sistema de remediac@imostragem para esse trabalho

ocorre antes dos filtros e tratamento instaladoPosto de Combustiveis. O sistema de
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remediacdo instalado € composto por combinaca@umy-and-treat”, separagcédo de agua e
Oleo e adsor¢cdo por carvao ativado e/ou cinza deacde arroz. A Figura 7 ilustra estes

processos em formato de fluxograma.

Agua subterranea Pocos de succgéo Bombeamento da Caixas separadorag

A 4

A 4

A 4

contaminada por instalados na are agua subterranea de agua e 6Gleo

hidrocarbonetos contaminada

v
Tanque de

Ponto de L
—> equalizacao
amostragem

Figura 7 — Ponto de amostragem junto ao tanque dejealizacéo

A amostra foi coleta em recipiente de vidro ambstérd de 1 litro, sendo
encaminhada para a universidade em caixa de iso@@ manutencdo de temperatura.
Durante o periodo de pesquisa a amostra foi mantdaboratério sob refrigeracdo, sendo

realizada uma unica amostragem para o desenvoltonderestudo.

4.2 Meio de cultura e fonte de carbono

O meio de cultura utilizado foi o Bushnell-Haas (BH qual € preparado com:
1,0 g/L KH,PQy, 1,0 g/L KHPO,, 1g de NHNOg3, 0,2 g/L MgSQ.7H,0O, 0,05¢/L FeGe
0,02 g/L CaCl.2H,O. Para a preparacdo do meio de cultura foi utiizagua destilada.
Como fonte anica de carbono foi utilizado o digeeh concentracfes diferentes, descritas a
seqguir). Este diesel foi coletado no Posto de Catileis citado anteriormente, em um
recipiente de vidro ambar estéril de 1 litro, o mesido foi auto-clavado nem filtrado para os

ensaios.
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4.3 Avaliagéo visual do crescimento microbiano

4.3.1 Avaliagao visual nos tubos

O crescimento microbiano nos tubos foi avaliadofatena visual em que foram
verificadas as alteracdes de cor (aumento da emnarela), da turvacao (o diesel é imiscivel
no meio de cultura, forma um “anel” na parte supercaracteristica que foi monitorada
visualmente). Os tubos foram incubados a 30°C nge de 40 dias. O Quadro 2 foi
elaborado para demonstrar como foi realizada aisg@a visual em todos 0s ensaios,
reproduzindo a comparacao visual com os caractegnesentados nas tabelas de resultados
dos ensaios.

Quadro 2 — Alterac¢des visuais verificadas nos tubdsor, turvacéo e consumo de FC)

COR

A+++

TURVACAO

T++ T+++




CONSUMO
FC

C++

CH+++

4.3.2 Avaliagdo visual nas placas

43

Foi realizado o acompanhamento do crescimento biamo de coldnias em

placas de Petri de forma visual. Foi verificada@scimento de colbnias e suas caracteristicas
morfolégicas (coloracdo, formada colbénia, formabadada, aspecto e consisténcia) e com
auxilio do microscopio a forma da célula e colocag#ierencial de Gram (para bactérias). A
técnica de Gram foi realizada conforme instru¢cdedatbricante (Laborclin Produtos para
Laboratorio Ltda), e somente para bactérias. Asagléoram incubadas a 30°C no periodo de

40 dias. Na Figura 8 é possivel visualizar comoamacteristicas visuais foram avaliadas. A

Figura 09 ilustra como as amostras foram incubademeio liquido e solido.
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Figura 8 — Caracteristicas visuais avaliadas nas lémias

i 1‘.“_‘;_?\ LE 1

Figura 9 — Incubacéo de tubos e placas durante oasaios realizados

4.4 Avaliagdo do parametro de TPH

Para avaliacdo da capacidade de degradacdo doscdrinvnetos pelos
microrganismos foi utilizada a cromatografia gasqeacedimento utilizado também por
Teixeira (2007).

Para o ensaio preliminar ndo foi realizada a ag@tisguantitativa da degradacao
de diesel, pois o objetivo inicial foi verificarexisténcia de microrganismo nas amostas.
amostras para o ensaio de TPH foram enviadas palseanos tempos: t=0 dia, t=20 dia e
t=40 dia. Para os Ensaios 2 e 3 realizou-se umaasigio dos tubos para a obtencédo dos
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resultados nos tempos estudados (as amostras ediate0t=40 dia vieram do Ensaio 3; a
amostra no tempo t=20 dia do Ensaio 2).

A partir do Ensaio 4 todos os tubos foram prepaao conjuntos (um conjunto
de tubos para observacéao visual e outros 3 pagtacé amostras nos tempos de incubacéo:
t=0 dia, t=20 dia e t=40 dia). Os tubos para o ienda TPH foram preparados conforme o
Quadro 4.

Os hidrocarbonetos totais de petréleo incluem #&acdrganicas oriundas da
gasolina (GRO) e do diesel (DRO), neste estudaghér avaliada é a oriunda do diesel que
abrangem os hidrocarbonetos dg € Gs. A metodologia para determinagdao do TPH DRO
seguiu os procedimentos EPA 3510-d e EPA 8015%h Esetodologia prevé uso de 500 mL
de amostra, contudo testou-se previamente a plidads de diminuir-se esse valor para
10mL (volume dos tubos ensaiados). O teste foizadd nas mesmas condicbes para a
amostra com 500 mL e 10 mL, que foi verificada@peracdo do padrao surrogate, o teste
obteve uma recuperacdo de 81,5% para extracdo 60mL5e 69,02% para extracdo com
10mL. Mesmo com menor volume de amostra, a metgdolmi validada em funcédo da
recuperacao do padréao ter ficado dentro da faigasgéo determinada pelo método, que é de

60-120% de recuperacédo do padréo.

O ensaio cromatogréfico inicia pela extracdo dastracque foi realizada com
diclorometano, seguida de concentracdo em banhia-matre 35 °C a 45 °C, até 1,0 mL. A
seguir a amostra € injetada, o equipamento foi agjmercom as seguintes condicoes:
temperatura do injetor = 250°C, temperatura doatietd-ID = 300°C, programacéao do forno
foi de 45°C — 3min, 275°C — 5min, 300°C — 3,5minlG2C/min, tempo total de analise =
37min, coluna BP1, marca SGE, 100% dimetilpolisalox, 30 metros, 0,25mm de diametro

interno e 1um de filme.

4.5 Meio seletivo

Para testar o crescimento de algumas espéciesjtiizado o meio seletivo
Sabouraud — SAB, em que a preferéncia é pelo anestd de fungos filamentosos e
leveduras (ATLAS, 1995). Ao meio Sabouraud — SABg(& peptona, 10g/L glicose, 15g/L
agar) foi adicionada, com alca de platina, amosteacida em BH (24h). As placas foram

incubadas a 30°C por um periodo de 2-3 dias.
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4.6 Isolamento

O isolamento foi realizado em meio BH soélido comcad das diferentes
concentracbes de diesel citadas anteriormente.ofsiias isoladas foram purificadas por
meio da técnica de esgotamento por estrias em pac#®etri, sendo necessarias trés
repeticbes placa/tubo/placa. A incubacéao foi radiiza 30°C e os repiques a cada 48 horas. A
morfologia dos isolados foi verificada visualmeateom ajuda de microscoépio. Foi realizada

a técnica de Gram (bactérias) e teste com indicadiox (2,6-diclorofenol indofenol).

4.7 Teste de deteccao de ramnolipidios

A producdo de ramnolipidios foi verificada por mele teste visual, em que foi
observado o crescimento dos isolados em meio Azuimdtileno (10g/L peptona, 10g/L
lactose, 2g/L KHP®e 0,065¢g/L azul de metileno), especifico paradudsctantes anidnicos
gue consiste na deteccao de ramnolipidios extriarekl As placas contendo o meio Azul de
metileno foram inoculadas em superficie com al¢plagéna a 30°C por 24h, utilizando como
in6culo colbnias de 24h dos isolados de agar imar{Bg/L extrato de carne, 5g/L peptona,
15¢g/L agar).

4.8 Teste de degradabilidade

A avaliacao da capacidade de degradacao de hibdmeztos por microrganismos,
em especial diesel, foi testada utilizando-se acaubr redox 2,6-diclorofenol indofenol
(KUBOTA et al. 2008; LUZ et al. 2011 e a técnicadificada por PIROLLO, 2006). O
ensaio foi realizado utilizando tubos de ensaio coBmL de meio BH, 7,5ug/mL do
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol, 50uL diesel e 125 uL de inéculo crescido em
meio BH solido. Os tubos foram agitados com agitadecéanico por cerca de 1 minuto,
mantidos a 30°C e observados com frequiéncia agsapdrecimento da coloracédo azul. Foi
realizada agitacdo diaria com agitador mecanicsteNestudo o teste foi modificado, pois néo
foi mantida agitagdo constante durante o periodaa#acdo. Os resultados foram avaliados
por meio de acompanhamentos visuais, sendo queda pa coloracdo azul indica que o
microrganismo possui capacidade de degradar hidrogatos. O teste de degradabilidade foi

realizado nos ensaios E4, E5, E6 e para 0s isotdntaos.



a7

4.9 Ensaios
Foram realizados 06 ensaios, sendo que o ensai&l}l foi considerado

preliminar, o qual definiu a metodologia empregads demais ensaios.

O Ensaio preliminar (E1) foi realizado em tubosemsaio contendo 9 mL do
meio de cultura, 1 mL da amostra e as diferentasasdracoes de fonte de carbono. Os tubos
foram agitados (agitacdo mecéanica) e incubado2@aiias a 30 °C em estufa bacterioldgica.
Foram realizados acompanhamentos semanais atéésimiy dia. Os parametros visuais
verificados foram: cor, turvacédo e consumo da faletearbono (o diesel € imiscivel no meio

de cultura, forma um “anel” na parte superior, ceastica que foi monitorada visualmente).

Ao mesmo tempo, foi realizado um acompanhamentoregcimento de colbnias
em placas de Petri. O meio de cultura utilizadefoiesmo BH com adi¢cdo de agar nutriente.
Foi preparada uma placa para cada concentraca@oldesta incubacao foi similar aos tubos:
20 dias a 30 °C em estufa bacterioldgica. Foralizeglds acompanhamentos semanais até o
vigésimo dia. Os parametros visuais verificadoarfarcor, forma da col6nia, forma da borda,

brilho, consisténcia (textura) e crescimento daSnias.

Tanto para os tubos como para as placas foram radgs Brancos, assim
denominados: Branco 1 (B1) = meio de cultura +ali¢sem amostra) e Branco 2 (B2) =

meio de cultura + amostra (sem diesel).

O Quadro 3 resume as caracteristicas de cada @alpta¢a) utilizados nesse
Ensaio (E1).

Quadro 3 — Ensaio Preliminar (E1)

TUBO/PLACA |[MC (mL) | FC (mL) | A(mL) | FC (%)
Bl 9 1 0 1
B2 9 0 1 0
1 9 0,1 1 1%
2 9 0,2 1 2%
3 9 0,3 1 3%
4 9 0,5 1 5%
5 9 1 1 10%
Legenda:

MC — meio de cultura

FC — fonte de carbono (diesel)
A — amostra

B1 — Branco (sem amostra)

B2 — Branco (sem diesel)



48

Os ensaios E2, E3, E4, E5 e E6 foram realizadofomea similar ao ensaio E1,
contudo modificou-se: as concentracdes de fonad®mno (Quadro 4 e Figura 10), os tubos
agora foram agitados com agitacdo mecanica e noanpdr 40 dias a 30 °C em estufa
bacteriologica. Nesses ensaios foram realizadosy@aohamentos diarios nos primeiros 5
dias e a cada 48 h até o quadragésimo dia. Os ga&wisuais analisados foram os mesmos
do E1. Para todos esses ensaios mais um bran@crEscentado: o B3, o qual continha

apenas meio de cultura, sem diesel nem amostra.

A partir do Ensaio 4 foram acrescentadas as coragg@s de 30 % e 50 % de diesel.
No ensaio 4 as placas nao receberam diesel, exgetdas quantidades que vieram junto com
a amostra coletada com a alca de platina nos tehesaiados. A partir do ensaio 5 as
concentracdes de diesel indicadas no Quadro 3 fae@mescentadas nas placas de forma

similar aos tubos. Neste caso as placas nao for@mintubadas invertidas.

Quadro 4 — Ensaios para a avaliacdo quantitativa ddegradacéo de diesel (TPH) e

acompanhamento do crescimento microbioldgico

TUBO/PLACA | MC(mL) | FC(mL) |A(mL) |FC (%)

Bl 9 0,5 0 1%

B2 9 0 1 0

B3 9 0 0 0

1 9 0,1 1 1%

2 9 0,2 1 2%

3 9 0,3 1 3%

4 9 0,5 1 5%

5 9 1 1 10%

6 9 4,3 1 30%

7 9 10 1 50%
Legenda: B1 — Branco (sem amostra)
MC — meio de cultura B2 — Branco (sem diesel)
FC — fonte de carbono (diesel) B3 — Branco (sem amostra e sem diesel)

A — amostra



Figura 10 — Tubos com diferentes concentracdes dente de carbono (diesel) monitorados a partir do

Ensaio 4
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5 APRESENTACAO, ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo estdo apresentados e discutidoesadtados deste estudo, na

ordem em gue as etapas metodoldgicas foram amenmde descritas.

5.1 Avaliagéao visual do crescimento microbiano

5.1.1 Avaliacéo visual dos tubos

Os resultados foram obtidos por meio de avaliag@mis conforme descrito na
metodologia. As Tabelas 3, 4, 5, 6, 7, 8 apreserdamesultados para todos os ensaios
realizados, respectivamente E1, E2, E3, E4, E5.e E6

Tabela 3 — Resultados da observacao visual nos tishdo E1 com 20 dias de incubacao

TUBO FC (%) COR TURVACAO CONSUMO FC

Bl 1% 0 0 0
B2 0 0 0 0
1 1% A++ T+ C+
2 20  AFF T+ C+
3 3% At T+ C+
4 5% A+t T++ C++
5 10% AT Tesr C++

Legenda: O maior nimero de sinais “+” indica maé&sultado da caracteristica avaliada

A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC

Tabela 4 — Resultados da observacao visual nos tishdo E2 com 40 dias de incubacao

TUBO FC (%) COR TURVACAO CONSUMO FC
0d 10d 20d 40d 0d10d 20d 40d 0d10d 20d 40d
Bl B1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B2 B2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B3 B3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1% 0 A+ A+t A+++ g T+ TH+ T4+ g C+ CH+ CHi+
2 204 0 o At A+ 0 0O T+ T+ 9 0 C+ C+
3 3% 0 o At A+ 0 0O T+ T+ 9 0 C+ C+
4 504 0 0 A+ A++ 0 T+ T+ T++ 0 0 C++ C++

5 10% 0 A+ A++ A+++ 0 T+ T++ T+++ 0 C+ C++ C+++

Legenda: O maior nimero de sinais “+” indica ma&sultado da caracteristica avaliada

A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC
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Tabela 5 — Resultados da observacéo visual nos tishdo E3 com 40 dias de incubacéo

COR TURVACAO CONSUMO FC

TUBO FC (%)
10d 20d 40d 0d10d 20d 40d 0d10d 20d 40d

0 0 0 0 O 0 0 0O O 0 0
0 0 0 0O O 0 0 0 O 0 0
0

0 0 0 0 O 0 0

od
B1 1% 0
B2 0 0
B3 0 0 O 0 0
0 C+ C++ C+++
0
0
0

5%
10% O O

1 1% A+ A+t At++ g T+ TH+ T+++

2 2% A+ A+ A++ o T+ T+ T+++ g 0 C+ C++
3 3% A+ A+ A++ o T+ T+ T++ g 0 C+ C++
4 o A+ A+ o O T+ T+ o 0 C+ C+
5

A+ A++ o 0 T+ T+ g 0 C+ C+

Legenda: quanto mais sinais “+” maior, comparatieat®, a caracteristica avaliada
A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC

Tabela 6 — Resultados da observacéo visual nos tishtdo E4 com 40 dias de incubacéo

COR TURVACAO CONSUMO FC

TUBO FC (%
) 10d 20d 40d 0d10d 20d 40d 0d10d 20d 40d

B1 1% O(;j 0 0 0 0o 0 o 0 0 0 0 0
B2 0 0 O 0 0 0O 0 o 0o o0 o0 o0 0
B3 0 0 O 0 0 0O 0 o 6 o0 o0 o0 0
1 105 0 A+ At Attt g T+ T+ T+t g C+ CHt Cit
2 2 0 0 At A+t g 0 T+ T++ g 0 C+ C++
3 306 0 A+ At Attt g 0 T+ T+++ g 0 C+ C++
4 506 o o At A+ o O T+ T++ g 0 C+ C+

5 1006 0 A+ At A+ o 0 T+ T+ g 0 C+ CHt
6 30% O O A+ A+ o O 0 T+ o O C+

7 500 0 O A+ A+ o O 0 T+ o O 0 C+

Legenda: quanto mais sinais “+” maior, comparatieat®, a caracteristica avaliada
A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC

Tabela 7 — Resultados da observacéo visual nos tistdo E5 com 40 dias de incubacéo

COR TURVACAO CONSUMO FC

TUBO FC (%
) 10d 20d 40d 0d10d 20d 40d 0d10d 20d 40d

BL 1% O(;j 0 0 0 0 0O 0 ©0 0 0 0 o
B2 o o 0 0O 0O O 0 O 0 o0 0 0 o©
B3 o o 0 0O o0 o0 0 O O0 ©0 0 0 o0
1 1% 0 A+ A+t A+++ g T+ TH++ T++++ g C+ CH+ CHiet
2 204 0 A+ Att A+++ g T+ T++ T+++ g 0  C++ CH++
3 30 0 A+ A+ A+++ o T+ T+ T+++ g 0 C+ C++
4 50 0 A+ A+ A++ o T+ T++ T++ g 0 C+ C++
5 10% 0 A+ A+ A++ o T+ T++ T+++ g 0 C+ C++
6 30% 0 A+ At A+t g 0 T+ T++ g 0 0 C+
7 50 0 0 At At o 0O T+ T+ o 0O 0 C+

Legenda: quanto mais sinais “+” maior, comparatieat®, a caracteristica avaliada

A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC
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Tabela 8 — Resultados da observacéo visual nos thtdo E6 com 40 dias de incubacéo

COR TURVACAO CONSUMO FC

TUBO FC (%)
0d 10d 20d 40d 0d10d 20d 40d 0d10d 20d 40d

B1 1% 0 O 0 0 0 O 0 0 0 O 0 0

B2 0 0 o 0 0 0 O 0 0 0 O 0 0

B3 0 0 O 0 0 0 O 0 0 0 O 0 0
1 1% 0 A+ A+ Attt g T+ T4+ T+++ g C+ CH+ CHtt
2 2% 0 A+ A+t A+H+ g T+ T++ T+++ g C+ C+ CH+
3 3% 0 A+ A+t A+ o T+ T+ T++ g 0 C+ CH++
4 50 0 A+ A+ A+++ o T+ T+ T+ g 0 C+ C+
5 10% 0 A+ A+ At o T+ T+ T++ o 0 C+ C+
6 300 O A+ A+ At+ o O T+ T+ o 0 C+ C+
7 5%, 0 0 A+ At o 0 T+ T+ o 0 C+ C+

Legenda: quanto mais sinais “+” maior, comparatieat®, a caracteristica avaliada

A — Amarelado; T — Turvo; C — Consumo FC

No ensaio preliminar (E1) a avaliacao das altersg®ial dos parametros de cor,
turvacdo e consumo de FC foi diretamente propoatiarconcentracédo de diesel adicionada,
ou seja, 0 maior crescimento foi verificado no t&h@aquele com 10% de fonte de carbono.
Os resultados positivos foram verificados com 2@ gem todos os tubos). Os parametros cor

e turvacao foram os que demonstraram maior altenag@ecorrer do periodo de observacao.

Nos demais ensaios as alteracdes visuais nos foba® notadas a partir do

quinto dia de incubacéo, sendo mais perceptiveisodms 0s ensaios no tubo 1, referente a
1% de FC, conforme as Tabelas 3, 4, 5, 6, 7 e 8emMianto também constatou-se que nas
demais concentracdes de FC testadas houve altsragmmis, indicativo de crescimento
microbiano. Os melhores resultados para 1% sugguenem menores concentracdes de FC o
crescimento microbiano é facilitado. Essa relag@aonddificacdo visual com o crescimento
microbiano foram também sugeridas por Andrade (R00&irahy (1998) e Araujo e Lemos
(2002).

As avaliagcbes visuais realizadas nos tubos nestedestambém foram
semelhantes aquelas realizadas por Bento e Gaf2éafil) que observaram visualmente,
durante a manutencao do diesel em meio BH enriqagumr sais, trés diferentes estagios: 1)
aumento da turbidez na fase aquosa e, ao mesmo,terapcimento das bactérias em placas;
2) formacédo de uma escura camada/membrana (haiodentace 6leo/dgua; 3) escurecimento

do 6leo em si.
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Isto pode ter ocorrido em funcdo de quando existeexcesso de FC isto pode se
transformar em um ‘veneno’ para o crescimento dasomganismos, e acabar por inibir o
crescimento dos mesmos. O contrario também ogoiado em menores concentracdes de
FC o crescimento microbiano é facilitado em fungho condicbes apropriadas para o
crescimento. Essa afirmagdo é confirmada por Amrdri@D08) o qual testou diferentes
concentracdes de gasolina comercial (0,05% a 1%gséltrabalho a concentracdo de 0,2%
demonstrou um maior rendimento do crescimento riarm e ainda foi verificado que as

concentracdes maiores inibiram o crescimento mianab

Os brancos 1 (sem amostra), 2 (sem FC) e 3 (som&@)endo apresentaram
alteracgdes visuais, confirmando a necessidade dsonjunto de fatores: presenca de amostra
e FC.

5.1.2 Avaliagéo visual nas placas

O crescimento microbiano verificado nas placas edps os ensaios realizados
encontram-se nos quadros 5, 6, 9, 10, 12 e 1l4ectgpmente para os ensaios E1, E2, E3,
E4, E5, e E6.

Nas placas as alteracOes foram observadas a garsegundo dia de incubacao,
com a formacao de colonias. Cabe ressaltar quiéeaacdes (crescimentos) foram verificadas
primeiro nas placas e depois nos tubos. Nas plasasalteragbes ocorrem mais
significativamente no inicio da incubacéo, enquars tubos notou-se o contrario, sendo as

alteracbes mais perceptiveis ao final do periododéacao.
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Quadro 5 — Resultados da observacgéo visual nas péscdo E1 com 20 dias de incubacéo

FC FORMA E ~
PLACA FOTO (%) COR BORDA BRILHO CONSISTENCIA
Amarela Circular e Opaca Viscosa
- 0,
Bl 1% lobada
Amarela | Circular e lisa Opaca Viscosa
B2 ) 0 Irregular e
Marrom 9 Opaca Viscosa
lobada
Amarela | Circular e lisa Opaca Viscosa
Irregular e
1 1% Marrom lobada Opaca Viscosa
Amarela Irregular e Opaca Viscosa
lobada
Amarela | Circular e lisa Opaca Quebradica
2 2%
Marrom Irregular e Opaca Viscosa
lobada
Amarela | Circular e lisa Opaca Quebradica
Irregular e :
3 3% Marrom lobada Opaca Viscosa
Amarela | Circular e lisa Opaca Viscosa
Irregular e . .
4 5% | Amarela Irregular Brilhante Viscosa
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Continuac¢do Quadro 05

FC FORMA E =
PLACA FOTO (%) COR BORDA BRILHO CONSISTENCIA
Amarela | Circular e lisa Opaca Viscosa
5 10%
Marrom Irregular e Opaca Viscosa
lobada
Legenda:

MC — meio de cultura
FC — fonte de carbono (diesel)
B1 — Branco (sem amostra)
B2 — Branco (sem diesel)
Observacéo: as fotos foram tiradas sem qualqueemtionou reducéo. Para comparacéo, as placas de Petr

possuem 10 cm de didmetro.

Neste ensaio foram observadas 14 colbnias cresdiaspossivel agrupar as
colénias em fungéo das suas caracteristicas mgital® como: cor, forma da colénia e
borda, consisténcia e aspecto em 6 grupos difexemdicados no Quadro 5: 1) amarela,
circular e lobada, opaca, viscosa; 2) amarelaularce lisa, opaca, vicosa; 3) marrom,
irregular e lobada, opaca, viscosa; 4) amarelaular e lisa, opaca, quebradica; 5) amarela,
circular e lobada, brilhante, viscosa; 6) amaitelagular e lobada, opaca, viscosa.

O crescimento microbiano nos tubos foi confirmadarglo houve o crescimento
de diferentes col6nias nas condi¢cfes ensaiadas.
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Quadro 6 — Resultados da observacgéo visual nas péscdo E2 com 40 dias de incubacéo

Foto Forma da Colbnias
. Gram . .
Placa célula Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia
. Arredondadal/irregular e )
bastdo G- bege opaca viscosa
lobada
Bl
bastdo G- branca Irregular e lobada opada viscosa
bastao G- amarela Circular e lisa opaca viscosa
bastao G- branca Irregular e lobada opada viscosa
B2 bastao G- bege Circular e lisa opaca Quebradjca
bastao G- bege Arredondada e lobada brilhante lisa
B3 - - - - - -
filamentosa X branca filamentosa e irregular opada X
bastao G- branca Irregular e lobada opada Viscosa
1 X G- alaranjada irregular e irregular Brilhante casa
X G- alaranjada Arredondada e irregular brilhante isaL
bastdo G- Bege Arredondada e lobada opaca Viscosa




Continuacdo Quadro 06

Forma da Colbnias
Foto i Gram - ]
Placa célula Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia
filamentosa X branca filamentosa e irregular opada X
bastdo G- branca Irregular e lobada opada Viscoga
X G- alaranjada irregular e irregular brilhante adsa
2 X G- alaranjada Arredondada e irregular brilhante isaL
bastdo G- bege Arredondada e lobada opaca Viscosa
bastdo G- amarela Circular e lisa opaca Viscosa
bastdo G- bege Arredondada e lobada brilhante Lisa
. Arredondadal/irregular e ]
bastdo G- bege opaca Viscosa
lobada
bastao G- bege Circular e lisa opaca Quebradjca
3
bastao G- amarela Circular e lisa opaca Viscosa
filamentosa X branca filamentosa e irregular opada X
. Arredondadalirregular e i
bastao G- bege opaca Viscosa
lobada
4 X G- | alaranjada irregular e irregular brilhante adsa
X G- laranja Arredondada e irregulaf brilhante Lisa
bastdo G- amarela Circular e lisa opaca Viscosa

57



Continuacdo Quadro 6

Forma da Colbnias
Foto i Gram i i
Placa célula Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia
bastdo G- amarela Circular e lisa opaca Viscosa
bastdo G- branca Irregular e lobada opada Viscoga
. Arredondadal/irregular e ]
bastdo G- bege opaca Viscosa
5 lobada
bastao G- bege Circular e lisa opaca Quebradjca
Legenda:

MC — meio de cultura

FC — fonte de carbono (diesel)
B1 — Branco (sem amostra)
B2 — Branco (sem diesel)

B3 — Branco (somente MC)

X — Nao identificada
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Houve o crescimento de col6nias amarelas, brarmeges e alaranjadas de

diferentes formas e tamanhos, conforme mostra @i@Qu&a Nas placas as alteracdes ocorrem

mais significativamente no inicio da incubacaoseja, nos primeiros dez/quinze dias.

Neste ensaio foram verificadas 30 colonias crescidpds o agrupamento delas

em funcd@o das suas caracteristicas, verificaradBsgrandes grupos, conforme Quadro 7.

Verifica-se assim que as diferentes coldnias alescse repetem nas diferentes condicdes

fornecidas. Nota-se o crescimento de dois tipasideorganismos (fungos e bactérias) dentre

os 30 morfotipos, 90% séo bactérias Gram negatii@}¥o fungos.

Quadro 7 — Agrupamento realizado nas col6nias emigdo das caracteristicas morfoldgicas

Forma da ~ o
Grupo Ul Gram | Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia
célula
Arredondada/irregulal .
1 Bastéo G- bege opaca viscosa
e lobada
2 Bastéo G- branca Irregular e lobads opaca viscosa
3 Bastéo G- amarela Circular e lisa opac@a viscosa
4 Bastéo G- bege Circular e lisa opaca guebradica
5 Bastéo G- bege Arredondada e lobada  brilhante a lis
6 Filamentosa X branca filamentosa e irregular apac X
7 X G- alaranjada irregular e irregular brilhante  iscesa
) Arredondada e ) _
8 X G- alaranjada _ brilhante lisa
irregular
) Arredondada e ) .
9 X G- laranja . brilhante lisa
irregular
10 Bastao G- bege Arredondada e lobada opaca "iscos

Legenda: X — ndo identificado.



Quadro 8 — Resultados da observacéo visual nas péscdo E3 com 40 dias de incubacéo
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Forma da Coldnias
Foto i Gram - )
Placa célula Coloracéo Forma e borda Aspecto Consisténcia
X X bege Circular e lisa brilhante Viscosa
Bl
B2 X G- amarela Circular e lisa opaca Viscosa
bastao G- amarela Circular e loba opaca Viscosa
X G- bege Circular e lisa opaca Quebradica
X G- bege Circular e lisa brilhante Viscosa
1 X X marrom Arredondada e| brilhante Viscosa

irregular
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Continuacdo Quadro 8

Placa

Foto

Forma da Coldnias
Gram
célula Coloracéo Forma e borda Aspecto Consisténcia
bastao G- bege Circular e lisal brilhante viscosa
Filamentosa X branca filamentosa e opaca X
esverdeada irregular
bastao G- amarela Circular e lobada opaca viscosa
Filamentosa X branca filamentosa € opaca X
irregular
X G- alaranjada Arredondada g brilhante Lisa
irregular
bastao G- bege Arredondada ¢ opaca Viscosa
lobada
bastao G- bege Irregular e lisg brilhante Viscosa
X X marrom Irregular brilhante Viscosa
avermelhadgq alongada e lobada




Continuacdo Quadro 8
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Forma da Colbnias
Placa Foto célula Coloracdo | Forma e borda Aspecto Consisténcia
bastao bege Circular e lisal brilhante Viscosa
X Bege (pintasg Circular e lobada opaca Quebradica

bege claro)

Legenda:
MC — meio de cultura
FC — fonte de carbono (diesel)
B1 — Branco (sem amostra)
B2 — Branco (sem diesel)
B3 — Branco (somente MC)

X — Nao identificada
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No ensaio 3 observou-se 0 crescimento de 17 cal@eadiferentes morfotipos,

Quadro 8. Quando realizou-se 0 agrupamento das asesm funcédo de algumas de suas

caracteristicas, as mesmas foram agrupadas emufp@sgdiferentes, conforme Quadro 9 .

Com isto, novamente, pode-se verificar que asatites colonias crescidas se repetem nas

diferentes situagbes oferecidas neste ensaio. Dasolbnias crescidas 70,6% s&o Gram

negativas, 11,8% fungos e 17,7% nao identificadies. Figura 11 pode-se visualizar a

caracterizacdo microscopica de uma bactéria Grayatine.

Quadro 9 — Agrupamento realizado nas col6nias emfigdo das caracteristicas morfoldgicas no ensaio 3

Grupo Fc::rgjsa Gram Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia

1 X X bege Circular e lisa brilhante viscosa

2 X G- amarela Circular e lisa opacs viscosa

3 Bastao G- bege Arredondada e lobafla opaca viscosa

4 Bastao G- amarela Circular e lobada opaca viscosa

5 X G- bege Circular e lisa opaca quebradiga

6 X X marrom Arredondada e irregular  brilhante UsE

; filamentosa X branca filamentosa e irregular opaca X
esverdeada

filamentosal X branca filamentosa e irregular apac¢ X

9 X G- alaranjada Arredondada e irregujlar  brilhante  lisa

10 Bastao G- bege Irregular e lisa brilhante viacos

1 X X marrom Irregular alongada e | brilhante viscosa
avermelhada lobada

12 X G- Bege (pintas Circular e lobada opaca guebradica
bege claro)

Legenda: X — ndo identificado.

Figura 11 — Coloracdo de Gram para microrganismossblados (aumento 1000X), bactérias Gram negativa

grupo 3 colbnia bege.



Quadro 10 — Resultados da observacgéo visual nas pés do E4 com 40 dias de incubacao
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Forma da Coldnias
Placa Foto célula Gram Coloragao Forma e borda Aspecto Consisténcia
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
B1 Bastao G- Bege Arredondada e lobada Opacal viscosa
X X Preta filamentosa e Opaca X
irregular
B2 X G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
Bastéo G- Bege Arredondada e lobada Opaca] viscosa
B3 - - - - - - -
X X Preta filamentosa e Opaca X
irregular
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
1 irregular
X G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa
X G- Bege Circular e lisa Brilhante viscosa
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Continuacdo Quadro 10

Forma da Colbnias
Placa Foto célula Gram Coloracao Forma e borda Aspecto Consisténcia
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
X G- Alaranjada Arredondada e Brilhante lisa
2 irregular
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
esverdeada irregular
X G- Bege Circular e lisa Brilhante viscosa
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
X G- Bege (preta no Circular e lisa Opaca quebradica
3 meio)
Bastao G- Amarela Circular e lobadal Opaca viscosa
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
X G- Bege Circular e lisa Opaca X
4 avermelhada
X G- Bege Circular e lisa Brilhante viscosa




Continuacdo Quadro 10

Forma da Colbnias
Placa Foto célula Gram Coloracao Forma e borda Aspecto Consisténcia
X X Preta filamentosa e Opaca X
irregular
Filamentosa X branca filamentosa e lobada Opacd X
S Bastao G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa
X G- Bege Circular e irregular Brilhante X
Filamentosa X branca Circular e lobadg Opaca X
Bastéo G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa
X G- Bege Circular e irregular Brilhante viscosa
6 X G- Bege Circular e irregular Brilhante viscosa
X G- Alaranjada Arredondada e Brilhante lisa

irregular
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Continuacdo Quadro 10

Placa

Foto

Forma da Coldnias
i Gram : i
célula Coloracéao Forma e borda Aspecto Consisténcia
X X Preta filamentosa e Opaca X
irregular
Filamentosa X branca filamentosa e Opaca X
irregular
X G- Bege Circular e lobada Brilhante Viscosa

Legenda:
MC — meio de cultura

FC — fonte de carbono (diesel)

B1 — Branco (sem amostra)
B2 — Branco (sem diesel)

B3 — Branco (sem amostra e sem diesel)

X — Nao identificada
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Neste ensaio foram verificadas 32 coldnias crescigar similaridade de suas

caracteristicas as mesmas foram agrupadas em A@sgiiferentes, demonstrados no Quadro

11. A partir destes resultados verifica-se que noesmm condicfes diferentes para o

crescimento, 0s grupos se repetem ao longo doduede incubacdo. Dos 32 morfotipos

crescidos 56,25% s&o bactérias Gram negativas &043)ngos. A Figura 12 ilustra

morfotipo verificado microscopicamente como Grargaio.

Quadro 11 — Agrupamento realizado nas coldnias emiicao das caracteristicas morfoldgicas

Grupo Firé:?j:a Gram | Coloragéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia

1 Filamentosg X Branca filamentosa e irregular @pac X

2 Bastao G- Bege Arredondada e lobafda Opara viscosa

3 X X preta filamentosa e irregular Opaca X

4 X G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa

. Filamentosa X branca | filamentosa e irregular Opaca X
esverdeada

6 X G- Alaranjada | Arredondada e irregular  Brilhante lisa

; X G- Bege (preta Circular e lisa Opaca quebradica

no meio)

g X G- Bege Circular e lisa Opaca X
avermelhadsg

9 Bastéo G- Amarela Circular e lisa Opaca viscosa

10 X G- Bege Circular e irregular Brilhanqe X

11 X G- Bege Circular e irregular Brilhante visaos

12 X G- Alaranjada | Arredondada e irregujar  Brilleant lisa

13 X G- Bege Circular e lobada Brilhan]e viscosa

Legenda: X — néo identificado.

Figura 12 — Coloracdo de Gram para diferentes grup@de microrganismos isolados (aumento 1000X),

bactéria Gram negativa grupo 9 col6nia amarela.
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Quadro 12 — Resultados da observacgéo visual nas pés do E5 com 40 dias de incubacao

. - Forma da Coldnias
Tipo de colénias i Gram ) )
Placa célula Coloracao Forma e borda Aspecto Consisténcig
] Filamentosa/circula
B1 filamentosa X branca ] Opaca X
e irregular
_ Filamentosa/circula
filamentosa X branca ] Opaca X
e irregular
X G- bege Irregular e irregular Opaca quebradig
B2 Bastdo G- bege Circular e lisa brilhante viscosa
filamentosa X rosada Circular e irregular Opaca X
B3 - - - - - - -
Bastao G- bege Circular e lobada brilhante VisScos3
Bastao G- alaranjada  Circular e irregular brilhante viscosa
Bastao G- bege Circular e lobada Opaca quebrad
1
« bege : . :
Bastéo G- Circular e lobada brilhante viscosa

€Scuro

ca



Continuacdo Quadro 12

) . Forma da Coldnias
Tipo de colénias i Gram N
Placa célula Coloracéao Forma e borda Aspecto Consisténcia
] Circular/oval e ] ]
Cocos G+ laranja ] brilhante viscosa
irregular
Bastao G- marrom irregular Opaca quebradiga
2
filamentosa X branca Circular e lisa Opaca X
Bastéo G- laranja Circular e irregular brilhante scoisa
Bege
) ] X (verde)
Filamentosa alaranjada ) i
Irregular e irregular Opaca Quebradica
3 (verde) com o
: (bege)
meio verde
Cocos G+ Branca circular e lisa brilhante viscosa
Bastao G- bege circular e lisa brilhante viscosa
Bege
) Opaca (verde
) alaranjado ) ] X (verde)
Filamentosa Irregular e irregular brilhante )
como viscosa (bege
. (bege)
4 meio verde
x Bege . . .
bastao ) Irregular e irregular brilhante Viscosa
alaranjado
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Continuacdo Quadro 12

) . Forma da Coldnias
Tipo de colénias i Gram i i
Placa célula Coloracao Forma e borda Aspecto Consisténcia
Bege
] Opaca (verde)
) alaranjado ] ] X (verde)
Filamentosa X | lrregular e irregulan  brilhante )
com o0 meio viscosa (bege)
(bege)
5 verde
Bege . . .
Cocos G+ ] Irregular e irregular brilhante viscosa
alaranjado
6 bastéo G- Bege Circular e lisa Opaca Quebradiq
7 - - - - - - -
Legenda:

MC — meio de cultura

FC — fonte de carbono (diesel)

B1 — Branco (sem amostra)

B2 — Branco (sem diesel)

B3 — Branco (somente MC)

X — Nao identificada
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O Quadro 12 mostra os 22 tipos de colbnias creseidaES, quando realizado o

agrupamento por semelhanca de caracteristicas-sedazl4 grupos, conforme Quadro 13.

Dos 22 morfotipos, 47,6% séo bactérias Gram neamtis,3% sdo bactérias Gram positivas,

33,3% sao fungos e 4,7% néao identificadas. Na &i@3rpode-se visualizar a caracterizacao

de Gram para alguns isolados.

Quadro 13 — Agrupamento realizado nas colénias emiicao das caracteristicas morfolégicas no E5

Forma da _ )
Grupo sl Gram Coloracéo Forma e borda Aspecto Consisténcia
célula

] Filamentosa/circular e

1 filamentosa X branca ) Opaca X
irregular
2 X G- bege Irregular e irregular Opaca quebradica
3 bastao G- bege Circular e lisa brilhante viscosa
4 filamentosa X rosada Circular e irregular Opaca X
5 bastao G- alaranjada Circular e irregular brilban viscosa
6 bastao G- bege escuro Circular e lobada brilhante  viscosa
) Circular/oval e _ )
7 €oCcos G+ laranja ) brilhante viscosa
irregular

8 bastédo G- marrom irregular Opaca quebradica
9 bastédo G- laranja Circular e irregulan brilhante viscosa

Filamentosa Bege alaranjada ) X (verde)
10 X ) Irregular e irregular Opaca )

(verde) com o meio verde Quebradica (bege
11 COCoS G+ Branca circular e lisa brilhante viacos
12 bastao G- Bege alaranjadg Irregular e irregular brilhante viscosa
13 Cocos G+ Bege alaranjadg Irregular e irregular  rilhdnte viscosa
14 bastao G- Bege Circular e lisa Opacsg quebradica
Legenda: X — ndo identificado.
(b)

ogatoled

Figura 13 — Coloracdo de Gram para diferentes grupmde microrganismos isolados (aumento 1000X). (a)
bactérias Gram positiva grupo 11 col6nia branca (bpactérias Gram positiva grupo 7 coldnia laranja.



74

Quadro 14 — Resultados da observacgéo visual nas pés do E6 com 40 dias de incubacao

Colbnias
] . Forma da
Tipo de col6nias i Gram Forma e o
Placa célula Coloragao Aspecto Consisténcia
borda
B1 - - - - - - -
B2 - - - - - - -
B3 - - - - - - -
filamentosa ENR Branca ercular € opaca X
irregular
Cocos G- Bege circular e lisa opaca Quebradig
bastao G+ Alaranjada circular e lisa opacal Viscosal
1
bastéo G- Amarelada circular e lisp brilhante X
Branco/marrom circular e
filamentosa ENR (com meio irreqular opaca X
preto) 9
2
bastdo G- bege marrom Circular e lisa brilhante chla
! circular e
filamentosa ENR Amarela lobada opaca X
! circular e
. filamentosa ENR Branca lobada opaca X
bastao G- Bege circular e lisp brilhante Viscosa




Continuacao Quadro 14

Tipo de coldnias i Gram Forma e
Placa célula Coloracao borda Aspecto Consisténcia

bege .

4 bast&o G- | (alaranjado ao (i:r':gu'j;f brilhante X
redor) 9

S filamentosa X Branca ?;:ggﬁ;f opaca X

6 - - R - R - -

7 - - - - - - -

Legenda:

MC — meio de cultura

FC — fonte de carbono (diesel)

B1 — Branco (sem amostra)

B2 — Branco (sem diesel) B3 — Branco (somente ME)Nao identificada
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Para o E6 foi verificado o crescimento de 11 difeee morfotipos. O
agrupamento das colbnias crescidas neste ensai@oac® forma menos significativa, sendo
gue das 11 colbnias crescidas o agrupamento rasumtototal de 9 grupos diferentes, neste
caso, nao houve grande repetibilidade de coloniaesciclas sob as diferentes condicbes
testadas, verificados no Quadro 15 . No geral fadentificadas 45,5% sé&o bactérias Gram
negativas, 9,1% sao bactérias Gram positivas €@ 5)hgos, caracteristicas que podem ser

verificadas na Figura 14.

Quadro 15 — Agrupamento realizado nas coldnias emricdo das caracteristicas morfolégicas

Legenda: X — ndo identificado.

Forma da ~ o
Grupo i Gram Coloracéo Forma e borda Aspecto | Consisténcia
célula

1 filamentosa| ENR Branca Circular e irregular opaca X
2 Cocos G- Bege circular e lisa opaca Quebradjca
3 bastdo G+ Alaranjada circular e lisa opaca Vigcos
4 bastéo G- Amarelada circular e lisa brilhante X

i Branco/marrom i i
5 filamentosa] ENR ) circular e irregular opaca X

(com meio preto)
6 bastdo G- bege marrom Circular e lisg brilhante  iscasa
7 filamentosa| ENR Amarela circular e lobada opaca X
8 bastdo G- Bege circular e lisa brilhante Viscosa
. bege (alaranjado| } )
9 bastéo G- circular e irregular|  brilhante X
ao redor)

Figura 14 — Ensaio 6, Coloracdo de Gram para diferges grupos de microrganismos isolados (aumento

1000X). (a) bactérias Gram positiva grupo 3 coldnialaranjada (b) bactérias Gram negativa grupo 8

colbnia bege.
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Em todos os ensaios houve o crescimento de colonas diferentes
concentracdes de FC. Verifica-se nos resultadassaptados, que para concentragdes mais
elevadas de FC o crescimento de col6nias ndodnifisiativo nos ensaios 5 e 6, porém no
ensaio 4 houve o crescimento de colbnias nestaetacdes. A concentracdo referente a
1% foi a que demonstrou resultados mais signifioatie similares em todos 0s ensaios
realizados. Pode-se também perceber que o credoimmécrobiano que ocorreu em todos 0s

ensaios comprova a existéncia de microrganismaeseio contaminado.

Pode-se verificar que em todos 0s ensaios reabzdwmve o crescimento
microbiano de colbnias de diferentes tamanhos ragdo, formatos, consisténcia e aspecto,
confirmando o crescimento que foi observado nosguWerificou-se também que as placas
que tiveram maior variedade de colbnias cresciol@n aguelas com menor concentracao de
FC, confirmando que para menores concentracoe€£de dfescimento de microrganismos é

facilitado.

5.2. Avaliacdo quantitativa da degradacao de dieselparametro TPH
A seguir sdo apresentados os resultados do pacadesPH para os ensaios E2,
E3, E4, E5 e EB6, respectivamente Tabelas 9,10,1P1 e

Tabela 9 — Remocéao total de TPH ao final de 40 dig&2 e E3)

Tubo TPH pg/L TPH pg/L TPH pg/L Remocéo total

(t=0dias) (t=20dias) (t=40dias) de TPH (%)

Bl 16.822 11.563 85.000 SR

B2 424 431 756 SR

B3 ENR ENR ENR ENR

1 11.898 10.131 3.138 73,6

2 ENR ENR ENR ENR

3 ENR ENR ENR ENR

4 75.152 20.362 58.613 22,0

5 93.171 12.475 34.909 62,5

Legenda: n.d — ndo detectado no ensaio; SR — saoté®; ENR — Ensaio ndo realizado
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Tabela 10 — Remocéo total de TPH ao final de 40 di&nsaio E4

Tubo TPH pg/L TPHug/L  TPHpug/L Remocéo total
(t=0dias) (t=20dias) (t=40dias) de TPH (%)
B1 AP AP AP SR
B2 475 1052 n.d SR
B3 n.d n.d n.d SR
1 6.832 5.688 846 87,6
2 ENR 17.056 10.062 41,0
3 2.054.651 n.d 7.612 99,6
4 841.058 82.371 67.443 92,0
5 3.363.943 338.285 137.987 95,9
6 6.330.719 39.394 463.077 92,7
7 5.858.510 73.799 487.896 91,7

Legenda: n.d — ndo detectado no ensaio; SR — saoté®; AP — amostra perdida;

Tabela 11 — Remocéo total de TPH ao final de 40 di&nsaio E5

Tubo TPH pg/L TPH pg/L  TPH pg/L  Remocéo total
(t=0dias) (t=20dias) (t=40dias) de TPH (%)

B1 n.d 188.613 45.970 24,4
B2 n.d n.d n.d n.d

B3 n.d n.d n.d n.d

1 54.965 2.108 577* 98,9
2 64.286 3.009 19.463 69,7
3 72.692 29.381 11.571 84,1
4 271.451 17.520 93.128 65,7
5 337.077 6.866 9.645.351 SR
6 642.211 2.388.605 57.342 91,0
7 560.796 1.840.817  2.469.983 SR

Legenda: n.d — ndo detectado no ensaio; SR — saot&®; *valor abaixo do valor de intervencao

Verificou-se que apenas no ensaio 5, na conceotreigide FC, houve remocéao
de TPH que atingiu os padrbes de intervencao aegtaficando menor que 600 pg/L
conforme Lista Holandesa (CETESB, 1999).
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Tabela 12 — Remocéao total de TPH ao final de 40 di&nsaio E6

Tubo TPH pg/L TPH pg/L TPH pg/L Remocéo total
(t=0dias) (t=20dias) (t=40dias) de TPH (%)
B1 96.121 94.083 64.028 334
B2 n.d n.d n.d SR
B3 n.d n.d n.d SR
1 65.362 11.654 9.855 84,9
2 34.961 31.827 18.415 47,3
3 191.198 7.926 38.323 80,0
4 194.547 16.296 21.249 89,1
5 184.741 629.422 191.258 SR
6 181117 185444 2.473.988 SR
7 198.184 319.181 2.641.946 SR

Legenda: n.d — ndo detectado no ensaio; SR — saotcéE®

Nas avaliacbes visuais e de crescimento (placasbes) anteriores para 0s
Ensaios E2, E3 e E5 ja se havia identificado osoresai crescimentos microbianos nas
concentracdes de 1% e 2%. Esses resultados forafitntados pelo consumo de diesel

medido indiretamente pelo decréscimo de TPH.

No Ensaio 4 os resultados em todas as concentrap8asadas foram positivos,
com decréscimos de TPH em faixas altas (Tabelafd)havendo uma correlagcéo direta com

0 crescimento microbiano verificado anteriormerggpesse ensaio.

No Ensaio 6, principalmente para as altas conagigsma as determinacdes de
TPH néo foram conclusivas. Na pesquisa realizada Warahy (1998) com altas
concentracdes as populacdes microbianas sofreibigéio pelo efeito toxico do poluente. O
aumento da concentracdo da gasolina diminuiu aionesto dos microrganismos devido ao
seu efeito toxico, representado principalmentegetonpostos aromaticos BTEX. Da mesma
forma no presente estudo, as altas concentracO&deodem ter inibido o crescimento

microbiano, dificultando a degradacao e conseqi®iee a avaliacdo do parametro de TPH.

Neste estudo foi possivel confirmar, por meio dosams de TPH e por
observacdes visuais dos tubos e placas, que naramoslisada existem culturas mistas que
possuem a capacidade de degradacao de hidrocarbaleepetroleo (diesel). Esse resultado
semelhante ao do estudo realizado por Luz ef2@ll1), que investigaram o processo de

biodegradagdo por consoércio microbiano ao longo2tfledias, sendo que os resultados
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mostraram que houve uma maior diminuicdo na coregid de compostos na presenca deste
consoércio, chegando a 35% ao final do periodo.

Nota-se que o tubo correspondente a 1% FC apresditons resultados de
degradacéo, ficando sempre acima dos 70% de renfiogdiale TPH , com média de 86%,
bem como sempre apresentou alteracdes mais sajivéis de cor, turvagcdo e consumo de
FC, assim como crescimento de diversos morfotilsts.indica que baixas concentracdes de
FC oferecem provavelmente condicbes adequadasoparascimento de microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos. Nessa linha decirdo, Bento et al(2005) também
testaram a degradacdo de TPH pelo método EPA 8@ibficado, na comparagdo entre
bioaumento, bioestimulacdo e atenuacédo natural dmsel como fonte de carbono, e
chegaram a média de 70% de reducdo de TPH. Veaifitainda que para biorremediagcéao os
melhores resultados foram quando o in6culo de mgarosmos foram pré-selecionados a

partir do seu proprio ambiente.

5.3. Meio Seletivo

Para verificacdo do crescimento especifico de umiatigo, foi realizado o teste
em meio seletivo para crescimento de fungos fildosas e leveduras utilizando-se o meio de
cultivo sélido Sabouraud. Os resultados mostraram lgouve o crescimento de fungos
filamentosos no meio testado em 03 dias, conforaielf 13 e Figura 15.

Tabela 13 — Resultados meio Sabouraud

Forma e borda Indicador
Coloracéo da coldnia Aspecto  Consisténcia redox
testada Tempo (h)
Preta cirlular e lobada opaca .. bouco 48
filamentosa
branca circular e lobada opaca pouco 48
filamentosa
branca circular opaca bastante 48

filamentosa
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Figura 15 — (a) Micélio (conjunto de hifas) da coldia preta filamentosa (aumento 5X), (b) hifas septas
da colbnia preta filamentosa (aumento 40X), (c) hak da coldnia branca filamentosa (aumento 10X)

Verifica-se que nos resultados obtidos o crescimdatfungos no meio de cultura
seletivo foi positivo, indicando que na amostradaes existe a presenca deste morfotipo.
Também pode-se confirmar através da visualizac@oosuopica a presenca de micélios e
hifas septadas, caracteristicos de fungos filarsesto

Nos estudos realizados por Lemos e Araujo (200@)zando meio especifico
Sabouraud e BDA, foram isolados 4 géneros de fyrgydslivididos nos seguintes espécies:
Aspergillusterreus Aspergillusfumigatus Aspergillus versicolgr Aspergillus niveus
Aspergillusniger Penicilliumcorylophilum Parcilomycesvariotti Paecilomycesnivees
Fusarium spNeste estudo também foram isolados alguns fungwénpo género e espécie

nao foi possivel identificar.
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5.4. Deteccado de ramnolipidios

A deteccdo de ramnolipidios foi verificada na amsp®m questdo através do
crescimento em meio azul de metileno, sendo pas#iproducdo de ramnolipidios caso haja
o surgimento de halos ao redor das colbnias crescRhra a amostra testada néo foi possivel
visualizar halos ao redor das colbnias, o que ®iglaficar que ndo houve a producao de
ramnolipidios. Neste caso, a possibilidade de deas microrganismos existir o género
Psedomonasé remoto, tendo em vista que em quase todos ogs caste tipo de
microrganismo produz biossurfactantes do tipo rdipiutio. Esse método foi aplicado com
sucesso por Teixeira (2007) que isolou cinco bmstédentificadas com&seudomonas
Aeruginosa.

Também Gouveia et al. (2003) estudando bactér@tupsras de biossurfactantes
raminolipidico, testaram 20 linhagens Gram negathapresenca do meio azul de metileno e
isolaram 12 morfotipos produtores de ramonolipideidgntificados como as espécies

Pseudomonas Aeruginosa e Pseudomonas.

5.5 Isolamento

Com aplicacdo da técnica de esgotamento por egtrigtlizacdo de diferentes
concentracbes de FC, conforme ja testadas nososnsaiteriores, foram isolados 22
morfotipos de diferentes grupos microbianos (b&tée fungos). No Quadro 16 é possivel
visualizar as caracteristicas destes grupos mamoBi Para o isolamento nao foi utilizada as
concentracdes de FC referente a 30% e 50% deviloeaaltados obtidos nos ensaios 5 e 6

nao serem significativos para estas concentragoes.



Quadro 16 — Resultados de caracterizacdo dos isotzlobtidos

o Forma da 5 .. | Indicador redox
Placa | % FC Foto célula Gram | Coloragdo | Forma e borda| Aspecto Consisténcia  Tempo (h)
= circular e .
bastao - Bege lobada opaca quebradica 48
bastao - bege |r_regular € opaca quebradica 48
marrom irregular
bastao - amarela Cirlular e lisa opaca viscosa 48
1 1 bastdo - alaranjada Arredondada g opaca viscosa 48
irregular
' . pouco
filamentosa X Preta cirlular e lobaga opaca filamentosa 48
i circular e pouco
filamentosa X branca lobada opaca filamentosa 48
filamentosa X branca circular opaca| .. bastante 48
filamentosa
bastao - Bege irregular e lisa brilhante viscosa 48
bastdo - Bege irregular e lisa opaca quebradica 48
2 2
bastéo - bege circular e lisa brilhante viscosa 48
escuro
bastdo - Bege circular e lisa brilhante ViSCOS3 48
bastéo - bege circular e lisa brilhante viscosa 48
escuro
3 3
bastdo + Bege circular e lisa brilhante ViSCOS3 48

83
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Continuacao Quadro 16

Placa | % FC
4 5
5 10

Foto

Forma da N ... | Indicador redox
célula Gram | Coloracéo | Forma e borda| Aspecto Consisténcia  Tempo (h)
Bege | circular/irregula . .

€ocos - amarelada e lisa brilhante viscosa 60
bastéo - Bege circular e lisa brilhante ViSCO0S3 60
= i | irregular e .
bastao bege opaca lobada opaca quebradica 60
bege com circular e
bastéo - verdg no irregular opaca quebradica 60
meio
€oCcos - Bege circular e lisa brilhante viscosa 60
amarelada
bastdo - bege clara irregular e lisa brilhante ogac 48
bastdo - Bege circular e lisa brilhante ViSCOS3 60
= i irregular e :
bastdo Bege lobada opaca quebradica 48
~ circular e .
bastdo - amarela lobada opaca quebradica 48

Legenda: X — ndo identificado; FC — fonte de cadbon
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Os isolados obtidos neste estudo foram agrupadds2esubgrupos com base nas
suas caracteristicas morfologicas e técnica ditgabre Gram, conforme o Quadro 17.
Destes 81,8% sdo bactérias Gram negativas, 4,5%asdérias Gram positivas e 13,7% sao
fungos. Alguns destes morfotipos foram ilustrade$-igura 16.

Figura 16 —Coloragdo de Gram para diferentes micraganismos isolados do Quadro 16 (aumento 1000X).
(a) Bactérias Gram negativa placa 5 coldnia amarela(b) Bactérias Gram positiva coldnia bege placa 3
(c) Bactérias Gram negativa placa 1 colénia bege mam, (d) Bactérias Gram negativa placa 5 coldnia

bege clara, (e) Bactérias Gram negativa placas beege amarelado.



Quadro 17 — Agrupamento realizado nas colénias emirficdo das caracteristicas morfologicas

Forma da . o Tentativa de
Grupo i Gram | Coloragdo | Forma e borda | Aspecto | Consisténcia FOTO L
célula Identificacéo

1 bastao - Bege circular e lobadla  opaca quebradica

2 bastao - amarela Circular e lisa opaga viscosp
3 ~ . Arredondada e .
bastao - alaranjada . opaca viscosa
irregular
i . ouco
4 filamentosa X Preta circular e lobagla  opacga P

filamentosa




Continuacao Quadro 17
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Forma da
Grupo i
célula

Gram

Coloracao

Forma e borda

Aspecto

Consisténcia

FOTO

Tentativa de
Identificacéo

5 filamentosa

branca

circular e lobal

da  opaca

pouco
filamentosa

Ururahy (1998) isolou de
residuo oleoso, 2 fungos
filamentosos identificados
comoCandida spe
Monascusspambos também
cresceram em meio
Sabouraud. A espécie
Candida sp. presentou as
seguintes caracteristicas
morfologias: circular,
filamentosa, irregular, cor
branca/creme, ja a espéci
Monascussifoi circular,
filamentosa (algodonosa),
irregular, branca/cinza.

h

6 filamentosa

branca

circular

opaca

bastante
filamentosa

Ururahy (1998) isolou de
residuo oleoso, 2 fungos
filamentosos identificados
comoCandida spe
Monascusspambos também
cresceram em meio
Sabouraud. A espécie
Candida sp. presentou as
seguintes caracteristicas
morfologias: circular,
filamentosa, irregular, cor

branca/creme, ja a espécie

Monascussifoi circular,
filamentosa (algodonosa),

irregular, branca/cinza.
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7 Bastdo

Continuagao Quadro 17

bege
escuro

circular e lisa

brilhante

Viscosa

Forma da
Grupo i
célula

Gram

Coloracao

Forma e borda

Aspecto

Consisténcia

FOTO

Tentativa de
Identificacéo

8 Bastdo

Bege

circular e lisa|

brilhante

Viscos4

Souza et al. (2010) o isoloy
de microrganismos, amostrj
contaminada por gasolina
comercial, 10 morfotipos
dos diferentes grupos
microbianos: bactérias (4)
leveduras (6), estes
morfotipos foram
caracterizados
microscopicamente e
macroscopicamente, como
M1 que apresentou cor
marrom clara, forma da
célula bacilo e bactéria
Gram positiva.

D

9 Cocos

Bege
amareladal

circular/irregular
e lisa

brilhante

viscosa




bege com .
10 Bastsio - | verde no circular e opaca | quebradica
- irregular
meio
Continuacdo Quadro 17
Forma da . o Tentativa de
Grupo i Gram | Coloragdo | Forma e borda | Aspecto | Consisténcia FOTO L
célula Identificacdo
11 bast&o - bege clara  irregular e lisa  brilhante  osac
12 bast&o - Amarela| circular e lobaga opa¢a  quebradi

Legenda: X — ndo identificado
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Com esses resultados, comparou-se essa pesquisaut@s trabalhos, a seguir

referidos.

Ururahy (1998) isolou em sua pesquisa, com residlemso, 2 fungos
filamentosos identificados com@andida sp.e Monascus spambos também cresceram em
meio Sabouraud. A espédiindida sp. presentou as seguintes caracteristicas morfologias:
circular, filamentosa, irregular, cor branca/crerd@.a espéci®donascus spfoi circular,
filamentosa (algodonosa), irregular, branca/cinZdgumas das espécies microbianas
encontradas neste estudo muito se assemelhamaagec@ticas descritas por Urarahy (1998),

podendo pertencer as espécies dos grupos 5 e Gatbrall7.

Andrade (2008) estudou e isolou 37 microrganismadasstes houve uma
dominancia das bactérias Gram negativas que repaeam 86% dos isolados, apenas uma

bactéria Gram positiva foi verificada. Neste esttadobém as bactérias foram predominantes.

Souza et al. (2004) isolaram 86 microrganismos potencialidade de degradar
Oleo diesel, gasolinabunker e querosene, sendo 26% bactérias Gram negati@ds, 2
bactérias Gram positiva, 27% fungos filamentosd/% leveduras, utilizando BH sdlido

como meio de cultivo.

Também Lemos e Araujo (2002) isolaram de solo ecoimado de Guararema, 75
colonias, destas 60 apresentaram capacidade daddedridrocarbonetos de petréleo, que
foram identificadas em 4 géneros fangicEsspergillus, Penicillium, Paecilomyces e

Fusarium).

Nos estudos realizados por Souza et al. (2010plangento de microrganismos
foi de amostra contaminada por gasolina comerciéram obtidos 10 morfotipos dos
diferentes grupos microbianos: bactérias (4) e dexas (6), estes morfotipos foram
caracterizados microscopicamente e macroscopicameomo o M1 que apresentou cor
marrom clara, forma da célula bacilo e bactérianGpasitiva, caracteristicas semelhantes as

gue foram apresentadas no Quadro 17, grupo 8.

Teixeira (2007) isolou de solo contaminado, utilida gasolina como Unica fonte
de carbono, 37 isolados bacterianos, posteriornamiados quanto a morfologia e aspectos
visuais das colbnias (aspecto, tamanho, colordgéima e borda da colonia) e das células
(teste de coloragéao de Gram), os quais agrupandmbt®ye-se 10 isolados, 7 Gram negativos
e forma da célula bastonete, 3 Gram positivos mdaida célula cocos, dentre outros, foram

identificadas espécies tippseudomonas Aeruginosa e Pseudomonas Pulddamesma
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forma, como apresentado no Quadro 16, foi posddahr da agua contaminada com
hidrocarbonetos, utilizando diesel como FC, 22rdifees morfotipos.

Pedroti (2007) isolou 19 bactérias de solo contadoncom hidrocarbonetos,
verificou através de caracterizacdo morfologica @umeaioria das cepas sdo Gram negativas,
sendo somente uma cepa é Gram positiva, bem comamagsia das células sdo cocos, sendo
apenas uma identificada como bacilo. A mesma au#mda concluiu que os testes
morfologicos e bioquimicos realizados nas cepamiansuficientes para a classificacéo das
bactérias isoladas. De forma semelhante, os rdssltabtidos neste estudo, nao se
demonstraram suficientes para a identificacdo dasm@s dos morfotipos isolados da amostra

contaminada.

Vaz (2010) isolou de tanques de armazenamento odbusiivel do setor de
transporte, 12 bactérias e as caracterizou moit@ogente obtendo 8 bactérias Gram
positivas com forma da célula cocos e bacilo e etén@as Gram negativas com forma da
célula bastonete. No mesmo estudo algumas dasribact®ram identificadas como:
Bacillusvallismortis, Lysinibacillussphaericus , @éuslicheniformis, Bacillusthuringiensis.
Para esta pesquisa as caracterizacdes realizanl&sraid suficientes para a identificacdo dos

géneros dos morfotipos isolados.

Souza et al. (2004) testou amostras poluidas ptodeFivados e dos 86
morfotipos isolados, 23 foram fungos filamentosqae apresentaram potencialidade de
degradar os derivados do petroleo. No presentalb@p resultados semelhantes foram

verificados, conforme Quadro 16.

5.6. Teste de degradabilidade
A seguir sao apresentados os resultados do Testiegladabilidade para os

ensaios E4, E5, E6, respectivamente Tabelas 1€ ,165e para os isolados obtidos.

Conforme os resultados apresentados na Tabelaala opE4, pode-se verificar
que todos os microrganismos identificados possuemapacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos, pois todos tiveram o poder dedl@sc o meio na presenca do indicador
redox. Este teste possui resultado positivo ndiv@géo da capacidade de degradacédo por

meio de descolora¢do do meio que inicialmente & azu
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Tabela 14 — Resultados indicador redox E4

Coloracéo da

Tempo para
. Coloragéo da
descoloracéo

Tempo para

descoloracéo

Placa colbnia testada Placa coldnia testada
do tubo (horas) do tubo (horas)
Bl branca 48 5 preta 48
Bege 48 5 branca 48

B2 preta 48 5 Amarela 48

Amarela 48 5 Bege 48
B2 branca 48 6 branca 48
B2 Bege 48 6 Amarela 48
1 preta 48 6 Bege 48
1 branca 48 6 Bege 60
1 Amarela 48 6 Alaranjada 48
1 Bege 48 7 preta 48
2 branca 48 7 branca 48
2 Alaranjada 48 7 Bege 48
2 branca esverdeada 48
2 Bege 48
3 branca 48
3 Bege (preta no 48

meio)

3 Amarela 48
4 branca 48
4 Bege avermelhada 60
4 Bege 60

No ensaio 5 as colbnias crescidas testadas coroagai redox demonstraram
capacidade de degradacdo através do desaparecini@ntoloracdo azul inicial em até
60horas de observacao, alguns morfotipos descahor meio em 48h, conforme visualizado
na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados indicador redox E5

. . Tempo para descoloracdo dos tubos
Coloracéo da coldnia testada

Placa (horas)
B1 branca 48
B2 branca 48
B2 bege 48
B2 bege 48
B2 rosada 48

1 bege 48
1 alaranjada 48
1 bege 48
1 bege escuro 48
2 laranja 48
2 marrom 48
2 branca 48
3 laranja 48
3 Bege alaranjada com o meio 60
verde
3 Branca 48
3 Bege 48
4 Bege alaranjado com o meio 60
verde
4 Bege alaranjado 60
. Bege alaranjado com o meio 60
verde
5 Bege alaranjado 60
Bege 60

O teste de degradabilidade realizado para o endaapresentou resultados

conforme mostra a Tabela 16 e Figura 17.

Os morfotipos identificados neste ensaio foramatkst com indicador redox e
100% destes demonstraram potencial para degradaeldiatravés do desaparecimento
completo da coloracdo azul inicial em até 60 hateasobservacdo, alguns morfotipos

descoloriram completamente o meio em 48 horasaildatao.
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Tabela 16 — Resultados indicador redox E6

Placa

Coloracao da

colbnia testada

Tempo para

descoloracéo

dos tubos

(horas)

A W W W DN DN PP PP PR

(&)

Branca
Bege
Alaranjada

Amarelada

Branco/marrom
(com meio preto)

bege marrom
Amarela
Branca
Bege

bege (alaranjado ao
redor)

Branca

48
48

48
48

60
48
48
48
48

60

48

Figura 17 — Tubos no ensaio de degradabilidade. ®B)bos completamente descoloridos na presenca do
indicador redox apds decorridas 60 horas, (b) brare(azulado).

No isolamento também foi realizado o teste de dkdpitidade. Todos os grupos

microbianos testados apresentaram resultados yussitFigura 18), estes resultados foram

obtidos a partir da observagdo visual da complescaloracdo do meio apos 60h de

incubagéo, alguns destes microrganismos, conformstreno Quadro 16, descoloriram o

meio por completo apés 48h. Isto indica que todssespécies microbianas testadas
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demonstraram resultado positivo no teste de debpilatile, ou seja, potencialmente

possuem a capacidade de degradar diesel.

Para comparar os resultados obtidos, em termasal@o indicador redox, cita-
se o trabalho de Pirr6lo (2006) que testou a liehagle PseudomonasaeruginodaBl,
utilizando o método indicador redox em meio deiwoltBH, que apresentou resultados
positivos, obtidos a partir de observacao visuatlelscoloracdo do meio, para 6leo diesel e

petréleo apds 23h, querosene apods 68h e descalgragéal para borra oleosa apés 72h.

Outro trabalho que usou o indicador redox foi oldez et al. (2011) que
investigaram a presenga de microrganismos degregtade hidrocarbonetos utilizando o 2,6-
diclofenol indofenol como indicador e diesel cornaté de carbono, o consoércio microbiano
apresentou resultado positivo, obtido a partir biseovacdo visual da completa descoloracao

do meio apds 96h.

Figura 18 — Tubos antes (azulados) e depois (descoloridodidorrido o periodo de incubacéo
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6 CONCLUSOES

Os objetivos “Caracterizar 0s microrganismos presenem local com
contaminacao por hidrocarbonetos, neste estudoasto ple abastecimento de combustivel”
e “Isolar microrganismos presentes no local contasamacao por hidrocarbonetos” foram
atendidos na medida em que foi possivel isolara&cterizar microrganismos com potencial
de degradacdo de hidrocarbonetos a partir de agiersinea contaminada com
hidrocarbonetos oriunda de posto de abastecimentmhbustivel, nas condicfes de estudo.
Também quando foram isolados da amostra do meitamémado com hidrocarbonetos 22
diferentes morfotipos, entre esses bactérias eofunf§sses morfotipos isolados foram
caracterizados como 81,8% bactérias Gram nega#lyaf4 bactérias Gram positivas e 13,7%

fungos.

O objetivo de “Testar diferentes concentracoes oletef de carbono para
crescimento microbiano” foi cumprido quando dasmihtes concentragdes de diesel testadas
foi nas menores concentracbes (1%) que verificoms@r crescimento microbiano e

melhores eficiéncias de degradacéo de hidrocarbsnet

Por fim, o objetivo de “Avaliar a eficiéncia de dadacdo de hidrocarbonetos,
neste estudo o diesel, por culturas mistas autéstda area contaminada” foi respondido na
medida em que todos os microrganismos isoladog msstido apresentaram potencialidade
de degradar hidrocarbonetos derivado do petrélestencaso o diesel. E que o crescimento

microbiano verificado resultou em maior eficiéne@decréscimo do parametro de TPH.

6.1 Sugestdes para futuros trabalhos
» |dentificar os isolados obtidos através de técnicakeculares;

* Avaliar a producéo de biossurfactantes pelos mgam@smos durante a degradagao dos

hidrocarbonetos.

¢ Utilizacdo de meios seletivos para bactérias, m@iiolo TrypticSoy Agar (TSA).
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