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Resumo
O petroleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos e outros compostos. A
contaminacdo ambiental por estas substancias causa grande impacto ecoldgico. Para a
descontaminacdo dos locais contaminados, a biorremediacdo utiliza micro-organismos, o
que requer mecanismos para estimular e desenvolver a atividade microbiana na degradacao
de compostos de petrdleo. Esse trabalho teve como objetivo, testar isolados de rizébios na
degradacdo de compostos do petrdleo. Foi utilizado o método de riscagem em placas de
Petri, tendo o petréleo como fonte de carbono. Dos 120 rizébios, 93 mostraram capacidade
de usar o petréleo como fonte de carbono, apresentando bom crescimento até os 15 dias de
avaliacdo. Desses, 36 mostraram elevada habilidade de degradar o petréleo com seis dias
de crescimento. Os melhores apresentaram crescimentos elevados ap6s 24 horas usando o
petréleo (INPA R629, INPA R634, INPA R656, INPA R664, INPA R667, INPA R672 e
INPA R674). Esses resultados demonstram que o0s rizobios podem tornar-se uma

alternativa viavel e segura para a biorremediacéo de solos contaminados com petrdleo.
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Introducéo
A Biorremediacdo é um processo de simples manutencdo, aplicavel em grandes
areas e de baixo custo, que usa micro-organismos ou suas enzimas para destoxificar
contaminantes no solo ou outros ambientes. E a transformagdo do contaminante em formas
41


mailto:luci_brito@hotmail.com
mailto:naramenezes19@hotmail.com
mailto:cassyminelli@gmail.com

que ndo oferecem riscos ambientais (Duarte, 2012). Os acidentes e vazamentos com
produtos oleosos, principalmente derivados de petrdleo, afetam varios meios ambientes,
tanto aquaticos como nos solos. Para a remediacdo destas areas, varios processos podem
ser utilizados, mas os biologicos sdo 0os mais usados devido ao custo e a eficiéncia, quando
comparados a processos fisico-quimicos (Reginatto et al., 2011). A legislagdo brasileira
exige que areas contaminadas sejam remediadas para minimizar a interferéncia ambiental e
restaurar 0s ecossistemas. Para isto, sdo necessarios o diagnéstico, a analise e o
monitoramento do impacto e medidas remediadoras (CETESB, 2010). Os micro-
organismos séo considerados biodegradadores eficientes por sua abundancia, diversidade,
versatilidade catabolica e anabolica, e capacidade de adaptacdo a condi¢bes ambientais
adversas (Moraes e Tornisielo, 2009). Para que ocorra a degradacdo bioldgica de
compostos organicos, como os derivados do petroleo, precisam ser estabelecidas condi¢des
ambientais favoraveis (concentracdo de nutrientes, umidade, pH, temperatura e aeracao),
além do conhecimento sobre a concentragdo e o tipo de éleo contaminante, a densidade
populacional e o potencial de degradacdo dos micro-organismos. Os rizébios fazem parte
da populacdo microbiana do solo e seu estudo pode conduzir a descoberta de estirpes para
uso na biorremediacdo de ambientes contaminados com compostos de petrdleo, visto que
sdo adaptadas ao ambiente local, e podem mostrar maior eficiéncia e tolerancia as
condicBes de estresse. Portanto, este trabalho testou a capacidade de isolados de rizébios
em degradar petroleo para serem utilizados no processo de biorremediacdo de solos

contaminados com petréleo.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-
organismos da Amazénia (LEBMAM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
(INPA), utilizando-se 120 isolados de rizébios adquiridos através da coleta de nodulos de
leguminosas, seguidos de isolamento e purificacdo, segundo método descrito por
Somasegaran e Hoben (1985). As bactérias isoladas foram enumeradas como INPA R546 a
INPA R677. Para avaliar a capacidade de degradacdo de petrdleo e seus derivados e o
crescimento bacteriano, foi utilizado um método de riscagem proposto por Oliveira e
Magalhdes (1999) modificado, realizado em placas de Petri contendo meio de cultura
YMA (yeast manitol agar), onde foram utilizados 0,1 mL de petroleo como fonte de

carbono ao invés de manitol. Como controle foi usado o manitol ao invés do petroleo. Esse
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teste foi realizado em quatro repeti¢fes. As avaliacOes foram feitas a cada trés dias, por um
periodo de 15 dias, no qual as bactérias foram mantidas em laboratério a uma temperatura
de 23 — 28 °C. De acordo com o desenvolvimento das col6nias nas quatro zonas da placa,
foram dados valores para o crescimento para cada isolado, segundo Oliveira e Magalhaes
(1999). Com base no crescimento em placas de Petri, os isolados foram classificados como
pouco (1,00 a 2,00), moderado (2,06 & 3,00) ou elevado crescimento (3,06 & 4,00) usando o
petréleo como fonte de carbono (biodegradacdo). Para fins de selecdo, foram escolhidos os

isolados que apresentaram nota minima de 3,06 ao sexto dia de teste.

Resultados

A figura 1 monstra o crescimento dos 120 isolados de rizébios com as fontes de
carbono manitol (M) e petréleo (P) no periodo de 15 dias de avaliacdo. Ndo houve
diferenca entre as duas fontes de carbono quando se analisa os percentuais (68% e 69%)
para os isolados que apresentaram crescimentos elevados no meio com manitol e petroleo
respectivamente. As diferencas dos usos dessas duas fontes de carbono apareceram entre
os isolados que apresentaram pouco ou moderado crescimento. No meio com manitol, 11%
mostraram crescimento moderado e 21%, baixo crescimento, enquanto que no meio com
petroleo, esses percentuais foram respectivamente de 23% e 8%. Alguns microrganismos
ja apresentavam notas 3,06 ou acima desta apds 24 horas de incubacdo com a fonte de
carbono petréleo (INPA R629, INPA R634, INPA R656, INPA R664, INPA R667, INPA
R672 e INPA R674) mostrando-se assim, superiores a todos 0s outros quanto a habilidade
de degradar o petréleo. Outros foram adquirindo elevados crescimentos (notas acima de
3,0) apos alguns dias. Com base nesses resultados, foram identificadas 36 bactérias com
performances superiores, que atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00) até o sexto dia de
crescimento e foram utilizados em testes posteriores, demonstrando com isso, que s&o
potenciais degradadores de hidrocarbonetos. Os demais isolados que apresentaram notas de
crescimentos elevados e moderados ap6s o sexto dia podem ser utilizados formando
consorcios em futuros testes de biodegradacdo de petréleo ou de suas fragdes, pois até o
15° dia apresentaram crescimentos elevados usando o petrdleo para crescerem. Isso mostra
que os isolados de rizobios testados utilizaram o petroleo para seus crescimentos,
tornando-se necessario novos testes para verificar o potencial de degradacdo de cada

rizébio utilizado.
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Figura 1 — Crescimento de rizébios usando manitol ou petréleo como fontes de carbono.

Discusséo

Apesar de ndo haver grande diferenca nos testes com manitol e petr6leo com
relacdo ao crescimento elevado (68% e 69% dos isolados), observou-se que 0s percentuais
de rizébios com crescimentos moderados foram o dobro no meio com petréleo (23%, em
comparagdo aos 11% com manitol), resultando em um percentual bem menor daqueles que
tiveram pouco crescimento nesse meio (21% em manitol e 8% em petr6leo). Esses dados
demonstram que os rizobios testados nesse trabalho usaram o petréleo com mais eficiéncia
do que o manitol para seus crescimentos. Para demonstrar o potencial dos rizébios na
biodegradacdo de petrdleo, vérios trabalhos vém sendo realizados.Yang e Lee (2008)
testaram consorcios de rizobios na tentativa de degradar 4-clorofenol e afirmaram que
qguanto maior a concentracdo dessa substancia menor foi a biomassa das colbnias de
consorcios. Xiong et al., (2011) realizaram testes para mensurar os efeitos da temperatura
sobre a degradacdo de petroleo por comunidades microbianas, concluindo que a
temperatura influencia na composi¢do das comunidades microbianas do solo. Ahmad et al.,
(1997) isolaram e caracterizaram varias linhagens de Rhizobium meliloti em éareas
contaminadas com hidrocarbonetos aromaticos e cloroaromaticos, sendo os primeiros a
registrarem isolados de Rhizobium meliloti com potencial para degradacdo de
hidrocarbonetos. 1sso mostra que os isolados utilizados se adaptaram a fonte de carbono
petréleo, tornando-se necessario novos testes para verificar o potencial de degradacéo de

cada rizobio utilizado.
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Conclusodes

Dos 120 isolados de rizobios, 93 apresentaram capacidade de degradar o petroleo
no meio.

Trinta e seis isolados mostraram essa habilidade elevada ja com seis dias de
crescimento.

Os isolados INPA R629, INPA R634, INPA R656, INPA R664, INPA R667, INPA
R672 e INPA R674 mostraram-se como os melhores, por apresentarem crescimentos
elevados ap6s 24 horas usando o petréleo.
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