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Resumo

A contaminacdo ambiental por derivados do petréleo, como a gasolina, diesel, entre
outros, causa grande impacto ecoldgico e as técnicas para sua remediagdo tém recebido destaque
nas ultimas décadas. O presente trabalho teve como objetivo testar isolados de rizobactérias com
habilidade em degradar gasolina. Foi utilizado o método de estriagem em placa, contendo meio
de cultura YMA modificado com 0,1 mL de gasolina como fonte de carbono. Em seguida foi
verificada a capacidade dos microrganismos em degradar e tolerar esse composto, avaliando seu
crescimento nas placas de Petri. Os resultados mostraram que os isolados testados séo tolerantes
a presenca de gasolina. Do total de 90 isolados bacterianos avaliados, 12 mostraram crescimento
méaximo usando a gasolina como fonte de carbono (INPA_R561, R586, R589, R610, R614,
R620, R621, R626, R630, R633, R652 e R732). Os demais mostraram ser moderados ou
sensiveis ao cultivo contendo gasolina. Trata-se ainda de um trabalho inicial na busca de isolados
de Rizobactérias capazes de degradar a gasolina, visando utilizd-las no processo de

biorremediacédo de solos amaz6nicos contaminados.
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Introducéo
O petroleo é um composto organico, formado por processos biogeoquimicos, constituido
em sua maior parte por uma mistura complexa de hidrocarbonetos. A contaminagdo ambiental
por esta substancia e por seus derivados (gasolina, alcool, diesel, etc.) causa grande impacto

ecoldgico e as técnicas para sua remediacdo tém recebido destaque nas Ultimas décadas. A maior
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parte dos compostos de petrdleo é passivel de biodegradacao; no entanto, trata-se de um processo
lento, podendo levar décadas até a total descontaminacao do ambiente.

A comercializacdo da gasolina tem como consequéncias negativas, a possibilidade de
derramamento nos solos e aguas regionais. Nao ha ainda no Estado do Amazonas, estudos sobre
0 impacto negativo da contaminacdo dos solos e rios por esse composto quimico, bem como as
caracteristicas da populacdo microbiana tolerante e possivelmente responsavel pelo processo de
biorremediag&o natural.

Os processos bioldgicos de descontaminacdo, enquadrados na categoria de
biorremediacdo, utilizam, geralmente, micro-organismos autoctones ou introduzidos com
capacidade de biodegradar parcial ou totalmente as substancias contaminantes. A biorremediagéo
é uma tecnologia que utiliza micro-organismos para minimizar ou remover poluentes, assim
como os hidrocarbonetos dos compostos derivados do petr6leo no ambiente sem afetar o
equilibrio ecoldgico (Autry e Ellis, 1992; Desai e Banat, 1997).

Foi avaliada a capacidade de 90 isolados de rizobactérias em degradarem a gasolina
comercializada na regido amazonica. Os resultados obtidos visam, portanto, indicar 0s micro-
organismos com maiores potenciais de degradacdo desse produto para serem utilizados no

processo de biorremediacdo de solos e/ou rios contaminados.

Material e Métodos

Os isolados de rizobactérias foram obtidos do banco de micro-organismos do LEBMAM
(Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos da Amazdnia) no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia /INPA. Cada isolado foi inoculado em placas de Petri
contendo meio de cultura YMA (Vincent, 1970) e incubados a 26,5°- 28° C até o crescimento das
coldnias (por cerca de 3 dias) para posteriores estudos e analises com gasolina. O meio de cultivo
YMA é historicamente utilizado para o isolamento, purificacdo e crescimento de bactérias
indutoras de nddulos em leguminosas, genericamente denominadas de rizébios. As bactérias
utilizadas foram isoladas dos nodulos de leguminosas coletados em diferentes localidades de
Manaus/AM e municipios circunvizinhos.

Para avaliar a capacidade de degradacdo da gasolina, foram testados 90 isolados de
rizobactérias por meio do método proposto por Oliveira e Magalhées (1999), realizado em placas

de Petri contendo meio de cultura YMA modificado, onde foi utilizado 0,1 mL de gasolina como
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fonte de carbono ao inveés de manitol. Como controle usou-se 0 meio com manitol e sem
gasolina, com todos os tratamentos realizados em quadruplicata. As avaliagdes foram feitas apos
10 dias de crescimento a temperatura ambiente (+ 26 °C). O processo de avaliagdo consistiu na
atribuicdo de notas 1,00 (sem crescimento visivel) a 4,00 (méximo crescimento). Foram também
atribuidas notas intermediarias, subdivididas em 0,25, ou seja, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 até
4,00. Consideraram-se como os de melhores crescimentos, 0s que apresentaram notas médias

acima de 3,06.

Resultados e Discusséo
Conforme o método proposto por Oliveira e Magalhdes (1999), foi observado que todos
os isolados avaliados apresentaram crescimento no meio de cultura YMA modificado,
adicionado com 0,1 mL de gasolina (Figura 1 e Tabela 1).
Na figura 1 observa-se a nota 4 de crescimento bacteriano, identificada como bactéria

altamente tolerante ao cultivo adicionado de gasolina como fonte de carbono.

Meio Agar-Manitol Meio Agar-Gasolina

Figura 1. Crescimento maximo mostrado pela bactéria INPA_R586 cultivada em meio Agar-
Manitol e Agar-Gasolina por um periodo de 10 dias em temperatura ambiente.

Do total de 90 isolados bacterianos avaliados, 12 (~13%) foram bastante tolerantes e
usaram a gasolina como fonte de carbono, tendo em vista que apresentaram um crescimento alto
na presenca de gasolina no meio sélido (nota acima de 3,06), sendo eles INPA_R561, R586,
R589, R610, R614, R620, R621, R626, R630, R633, R652 e R732. Dos demais isolados (cerca
de 90% do total), 41 mostraram crescimentos moderados (notas 2,06 - 3,00) e outros 37 foram
sensiveis (notas 1,00 - 2,00) ao cultivo contendo gasolina como fonte de carbono (Tabela 1).
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Tabela 1 - Crescimento de rizobactérias em meio Agar-manitol (M) e Agar-gasolina (G) ap6s 10
dias de incubacéo a temperatura ambiente. (Notas segundo Oliveira e Magalhées, 1999).

Isolados M G Isolados M G Isolados M G
INPA R0O07 1,3 1,3 INPA R571 2,0 20 INPAR621 38 34
INPA R020 2,6 2,4 INPA R572 1,3 1,3 INPAR624 20 1,7
INPA R028 2,3 2,8 INPA R573 2,0 2,0 INPAR625 2,0 2,0
INPA R076 2,3 2,4 INPA R575 2,7 2,3 INPAR626 39 3,9
INPA R178 2,3 2,3 INPA R576 2,1 2,1 INPARG28 29 2,4
INPA R183 3,0 2,7 INPA R577 2,9 29 INPAR630 3,8 3,7
INPA R529 2,1 2,5 INPA R578 1,7 13 INPA R631 3,0 25
INPA R537 2,5 2,4 INPA R580 3,0 25 INPA R633 3,9 3,1
INPA R545 2,6 2,4 INPA R581 2,0 2,0 INPAR634 3,0 2,6
INPA R546 2,4 2,1 INPA R582 2,8 29 INPAR640 3,0 2,5
INPA R547 3,0 2,8 INPA R583 1,7 1,3 INPAR642 20 2,0
INPA R548 2,0 2,0 INPA R586 4,0 40 INPAR644 3,0 2,5
INPA R549 3,0 2,5 INPA R587 2,0 18 INPA R645 3,0 2,8
INPA R550 3,0 2,5 INPA R588 2,4 2,3 INPA R646 18 1,6
INPA R551 2,0 1,5 INPA R589 3,1 3,1 INPAR649 13 1,3
INPA R552 2,6 2,9 INPA R590 2,5 3,0 INPA R650 2,6 2,1
INPA R553 3,0 2,5 INPA R592 1,9 1,9 INPAR650 2,0 2,0
INPA R554 3,0 3,0 INPA R593 2,0 1,8 INPAR651 3,0 2,5
INPA R555 2,6 2,1 INPA R595 3,0 29 INPAR652 4,0 3,5
INPA R556 3,0 2,5 INPA R597 1,9 14 INPAR654 14 15
INPA R557 2,0 2,0 INPA R599 2,0 2,0 INPA R655 2,0 15
INPA R558 2,5 2,1 INPA R607 1,3 13 INPA R656 18 1,6
INPA R559 1,7 2,0 INPA R610 3,8 3,2 INPA R662 2,2 2,3
INPA R560 3,0 2,5 INPA R612 3,0 25 INPAR666 3,0 2,5
INPA R561 3,9 3,1 INPA R613 2,0 15 INPAR667 1,6 1,6
INPA R562 1,4 1,4 INPA R614 3,1 3,3 INPAR668 2,0 1,6
INPA R563 1,9 1,9 INPA R615 2,0 16 INPAR674 1,3 1,3
INPA R566 2,5 3,0 INPA R618 2,0 15 INPA R675 14 1,6
INPA R568 2,5 2,1 INPA R619 2,0 1,6 INPA R676 14 1,3
INPA R569 3,0 2,7 INPA R620 3,2 3,8 INPAR732 40 3,7
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De acordo com os dados da tabela 1, observa-se que para muitos isolados, ndo houve
diferenca de crescimento nos dois meios utlizados (Agar-Manitol e Agar-Gasolina), sugerindo
que essas bactérias apresentam uma boa adaptacdo, ou seja, um crescimento satisfatério quando
utilizada a gasolina como fonte de carbono, sob as condi¢Oes testadas, sendo que os melhores
isolados foram INPA_R586, R626, R652 e R732.

A gasolina é um dos principais produtos resultantes da destilacdo do petrdleo, podendo
apresentar de 6-12 atomos de carbono em sua cadeia (Farias, 2008); trata-se de um composto
altamente complexo e que pode servir como fonte utilizdvel no metabolismo de determinados
micro-organismos. Esses podem ser utilizados como fontes de biorremediacédo, por meio do uso
de suas enzimas capazes de degradar essa substancia presente em solos ou outros ambientes
contaminados.

Ecologicamente, micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos sdo amplamente
distribuidos e as dificuldades encontradas para caracterizar comunidades microbianas de
ambientes impactados por esses compostos sdo agravadas pela grande quantidade de substratos
especificos e interacbes metabodlicas possiveis (Wetler-Tonini et al., 2011). Tais micro-
organismos podem ser encontrados no préprio ambiente impactado, sendo na maioria das vezes,
0s responsaveis pelo desaparecimento dos contaminantes e sdo capazes de degradar a maioria
desses compostos para suprir as suas necessidades energéticas e de crescimento, iniciando assim
0 processo de biodegradacédo (Bernoth et al., 2000). Alguns trabalhos foram realizados utilizando
isolados de rizObios na degradacdo de compostos derivados do petroleo (Lindstrom et al., 2003;
Poonthigpun et al., 2006; Coelho et al., 2010; Wen et al., 2011).

A grande motivacdo de pesquisas e estudos de biodegradacéo €, sem duvida, a busca de
micro-organismos versateis capazes de degradar, de maneira eficiente, uma grande variedade de
poluentes a baixo custo operacional, utilizando aqueles que néo prejudiquem a vida existente nas
areas contaminadas. Entre as rizobactérias de interesse, o género Rhizobium ou similares
apresenta caracteristicas adequadas para ser utilizado num processo de biorremediacdo, pois
além de apresentar todas as caracteristicas citadas, ndo sdo patogénicas, ndo prejudicando assim
0 homem, a fauna e a flora existentes no meio ambiente.

Ttrata-se ainda de um trabalho inicial na busca de isolados de rizobactérias capazes de
degradar os derivados do petréleo, assim como a gasolina. H4, entretanto, necessidade de uma

busca de um maior nimero de isolados e testes mais aprofundados para avaliar a eficiéncia
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enzimatica dessas bactérias, como forma de indicar as mais aptas para serem utilizadas no

processo de biorremediacdo de solos amaz6nicos contaminados.

Conclusdes

Do total de 90 isolados de rizobacterias, apenas doze mostraram-se altamente tolerantes
quando presentes no meio de cultivo Agar-Gasolina, dos demais isolados, 41 mostraram
crescimentos moderados (nota 2,06 - 3,00) e outros 37 sensiveis (1,00 - 2,00);

Doze isolados de rizobactérias (INPA_R561, R586, R589, R610, R614, R620, R621,
R626, R630, R633, R652 e R732) mostraram crescimentos elevados usando a gasolina como
fonte de carbono e apresentam potencial para serem usadas futuramente em inoculantes visando
descontaminar solos contaminados com gasolina.

Alguns isolados mostraram pouco crescimento nos dois meios, indicando dificuldades de

usarem o manitol e a gasolina como fontes de carbono nas condicdes experimentais.
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