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RESUMO
A biorremediagdo, que se utiliza do metabolismo de organismos vivos para a degradacdo de
poluentes, € uma técnica que vem se difundindo como solucido vidvel para remediacdo de
areas contaminadas. Dentre os tipos de biorremediacao, a fitorremediacao faz uso de vegetais
para a degradacdo total ou parcial de poluentes presentes no ambiente. Essa capacidade €
potencializada com a simbiose existente entre micro-organismos encontrados na rizosfera e o
vegetal, recebendo o nome entdo de rizorremediacdo. O objetivo deste trabalho € estimular a
utilizacdo da técnica de biorremediacdo para descontaminacdo de solos de ambientes
costeiros, como as restingas, contaminados por hidrocarbonetos do petréleo. Esta dissertacao
€ composta por dois artigos, onde o primeiro € uma revisao bibliogréfica sobre a utilizagao de
bactérias associadas a raizes de vegetais na degradacdo de hidrocarbonetos do petrdleo e o
segundo € resultante dos experimentos realizados ao longo do mestrado a fim de testar a
tolerancia das bactérias endofiticas e da rizosfera da Allagoptera arenaria na presenca de

tolueno, um hidrocarboneto monoaromatico pertencente ao grupo dos BTEX.

Palavras chave: Biorremediacdo. Fitorremediacdo. Micro-organismos. Restinga. Tolueno.

ABSTRACT

The bioremediation, which uses the metabolism of living organisms to degrade pollutant, this
is a technique that has been disseminated as a viable solution for remediation of contaminated
areas. Among the types of bioremediation, the phytoremediation uses plants to the total or
partial degradation of environmental contaminants. This capability is enhanced with the
symbiosis between micro-organisms found in the rhizosphere and plant, then getting the name
of rhizoremediation. The desired objective of this paper is to stimulate the use of the
technique for the bioremediation to decontamination of soil coastal environments, such as
sandbanks, contaminated by petroleum hydrocarbons. This dissertation consists of two
articles, where the first is a literature review about the use of bacteria associated with plant to
degrade petroleum hydrocarbons and the second is the result of experiments conducted over
masters in order to test the tolerance of endophytic bacteria in the rhizosphere of the
Allagoptera arenaria, in the presence of toluene, a hydrocarbon monoaromatic belonging to

the BTEX group.

Keywords: Bioremediation. Phytoremediation. Micro-organisms. Sandbank. Toluene
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1 APRESENTACAO

Hoje, com a atual organizag¢do da nossa sociedade, o petréleo estd entre as principais
fontes de energia utilizadas pela humanidade. Além de sua importancia como fonte de
energia, seus derivados assumem um importante papel na fabricacdo de bens de consumo,
sendo assim de suma importancia na vida das pessoas (MARIANO, 2001).

“A concepcao de um mundo sem as comodidades e beneficios oferecidos pelo petréleo
implicaria na necessidade de uma total mudanca de mentalidade e hébitos por parte da
populacdo, numa total reformulacio da maneira como a nossa sociedade funciona”
(MARIANO, 2001).

O crescimento elevado e rdapido da populacdo e consequente aumento da demanda de
producdo, fez com que o mercado do petréleo se expandisse, € com isso surgem os riscos de
acidentes que podem vir a contaminar ambientes, principalmente os ecossistemas costeiros,
entre eles as restingas.

Hoje, a comunidade cientifica vé& claramente a importincia das abordagens
multidisciplinares que objetivam encontrar solu¢des para os problemas referentes a poluicao
causada pelo crescimento desordenado do homem, e isso € especialmente notado nos
ecossistemas expostos a crescentes ameacas de hidrocarbonetos do petréleo, aumentado
através das atividades de extragdo e contaminacdo dos recursos naturais (ROBERTSON et al.,
2007).

A conscientizacdo dos efeitos nocivos da poluicdo para a saide humana e o meio
ambiente vem estimulando estudos voltados para descobertas de novas estratégias para a
descontaminacdo de ambientes poluidos. Os métodos tradicionais para descontamina¢io sao
caros e muitas vezes invidveis dependendo da drea a ser tratada (CHAUDHRY et al., 2005;
PILON-SMITS, 2006). Para a revitalizacio de ambientes contaminados com poluentes
organicos, a biorremediacdo, que € a utilizacdo de organismos para a remediacdo de dreas
degradadas, € uma drea da biotecnologia que estd se evidenciando devido a capacidade de
muitas espécies de bactérias utilizarem carbono organico como fonte de energia, convertendo
os contaminantes em CO; e H,O. Além disso, estas podem produzir compostos de superficie
ativos anfipdticos chamados de biossurfactantes. Em se tratando de areas contaminadas por
hidrocarbonetos de petrdleo, esses compostos produzidos por bactérias especificas, quando
em contado com o substrato contaminado, se posicionam de acordo com suas afinidades,
separando a dgua do Oleo, evitando assim intera¢des desfavordveis. Eles sdo capazes de

emulsificar tanto nas fases aquosa quanto nas ndo aquosas, otimizando a retirada do 6leo e
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derivados na coluna d’dgua, como também os adsorvidos ao sedimento (figura 1) (GOUVEIA

et al, 2003).

interface

agua

Figura 1 — Moléculas de biossurfactantes em interagcdo com dgua e 6leo. Fonte: Boek et al. (2002).

A utilizacdo de sistemas vegetais com a finalidade de remover, capturar ou degradar
substancias toxicas do ambiente impactado € denominada fitorremediacao (DINARDI, 2003).
Porém, sua potencialidade € acentuada com a contribuicdo de micro-organismos simbiontes
presentes na rizosfera desses vegetais, para esse processo did-se o nome de rizorremediagcdo
(ANDERSON; GUTHRIE; WALTON, 1993; CHAUDHRY et al., 2005; KUIPER et al.,
2004; MA et al., 2011).

A fitorremediacao realizada com os vegetais que compdem o ecossistema de restinga
destaca-se como campo de pesquisa inovador na drea da biorremediacdo e consequentemente
biotecnologia. Sao raros os programas de monitoramento das restingas e consequente controle
da degradacdo desse ecossistema pela atividade antropogénica. Existe uma caréncia de
estudos relativos a associacdo de micro-organismos e vegetais da restinga.

O ecossistema de restinga encontra-se enquadrado na categoria de sistema edéafico de
primeira ocupacdo ou formagdes precursoras, contiguo com as formacdes dos manguezais,
dos brejos, pantanos e dreas ribeirinhas, sendo tratada especificamente como “vegetacao com
influéncia marinha” (VELOSO; RANGEL-FILHO; LIMA, 1991).

Na literatura brasileira o ambiente de “restinga” possui vdrias defini¢cdes, sendo
caracterizado tanto como depdsitos litoraneos, quanto outros aspectos costeiros e até mesmo a

vegetacdo (GOMES et al., 2007).
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Segundo a definicdo de Lacerda e colaboradores (1993), restingas sdo campos
arenosos costeiros associados a um complexo de comunidades vegetais que possuem
ocorréncia em cerca de 79% da costa brasileira.

Sua formacao se deu a partir de depdsitos marinhos, devido a sucessivas transgressoes
e regressdoes do mar no periodo do quaterndrio, que consequentemente formaram uma
sucessdo de corddes arenosos (GOMES et al., 2007). As restingas sdo ambientes marginais ao
Bioma Mata Atlantica (SCARANO, 2002), sendo entdo, imprescindivel sua preservacao. Em
se tratando de diversidade ecoldgica, as restingas possuem baixa ocorréncia de espécies
endémicas em comparacdo com a Mata Atlantica sensu stricto, a diversidade em restingas €
menor, além da baixa ocorréncia de espécies exclusivas, demonstrando que ndo houve tempo
suficiente para o processo evolutivo das espécies (SCARANO, 2002). Segundo Araujo
(2000), as restingas que incidem no estado do Rio de Janeiro sdo divididas em dez tipos de
formacdes vegetacionais, cada uma delas caracterizadas de acordo com a sua flora e
fisionomia.

Em se tratando de sua vegetacdo, de acordo com a resolu¢do 07 de 23 de Julho de

1996 do CONAMA,

entende-se por vegetacdo de restinga o conjunto das comunidades vegetais,
fisionomicamente distintas, sob influéncia marinha e fluvio-marinha. Estas
comunidades, distribuidas em mosaico, ocorrem em dreas de grande
diversidade ecoldgica sendo consideradas comunidades edaficas por
dependerem mais da natureza do que do clima.

O Estado do Rio de Janeiro possui 1.194,3 km® de drea onde ocorre a vegetacdo de
restinga (ASSUPCAO; NASCIMENTO, 2000), constituida de aproximadamente 1.000
espécies vegetais, onde 25% sao representadas por ervas e arbustos (PEREIRA; CORDEIRO;
ARAUJO, 2004).

“Os solos sob vegetacdo de restinga sdo arenosos, quimicamente pobres, tendo como
principal fonte de nutrientes o spray marinho” (ARAUJ O; LACERDA, 1987; LEAO;
DOMINGUEZ, 2000 apud GOMES et al, 2007).

A presenga de micro-organismos e a introducdo seletiva de micro-organismos
especificos com grande capacidade biodegradante na rizosfera de plantas caracteristicas desse
ecossistema podem acelerar a remediacdo de solos contaminados com produtos quimicos
organicos, entre eles os hidrocarbonetos do petréleo (HYNES et al, 2004).

Este estudo tem como objetivo geral avaliar o potencial biorremediador das bactérias

associadas a Allagoptera arenaria, tendo como objetivos especificos isolar e caracterizar
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bactérias endofiticas da raiz e bactérias da rizosfera da Allagoptera arenaria e avaliar a
capacidade de crescimento destas bactérias na presenca de hidrocarboneto do petrdleo.

Esta dissertacdo € constituida de dois artigos, sendo o primeiro uma revisdo
bibliogréfica cujo titulo é “Utilizacdo de bactérias, associadas as raizes de vegetais, na
degradacao de hidrocarbonetos do petréleo”, onde apresenta o problema da contaminagdo do
solo por hidrocarbonetos do petréleo e incentiva a utilizagdo de bactérias, associadas as raizes
de vegetais, na remediacdo de solos contaminados por estes poluentes. O segundo artigo €
resultante dos experimentos realizados ao longo do mestrado, intitulado como ‘“Potencial de
crescimento de bactérias isoladas do guriri (Allagoptera arenaria) na presenca de
hidrocarboneto do petréleo”. A érea de estudo escolhida foi a restinga de Massambaba, no
municipio de Arraial do Cabo, RJ. Foi realizada a caracterizacdo das bactérias isoladas do
tecido da raiz e da rizosfera e estas foram testadas quanto sua capacidade de crescer na
presenca do tolueno, um hidrocarboneto monoaromatico pertencente ao grupo dos BTEX

(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos).

2 ARTIGO 1

UTILIZACAO DE BACTERIAS, ASSOCIADAS AS RAIZES DE VEGETAIS, NA
DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DO PETROLEO

RESUMO

Dentre os poluentes mais comuns encontrados no solo estdo os hidrocarbonetos do petréleo,
provenientes principalmente de acidentes com transportes ou tanques de armazenamento de
combustiveis. Uma técnica eficiente, menos onerosa e ecologicamente mais adequada para
descontaminagcdo desses ambientes € a biorremediacdo. A biorremediacdo faz uso de,
principalmente, plantas e micro-organismos capazes de degradar compostos contaminantes.
Quando plantas sdo utilizadas para este processo, dd-se o nome de fitorremediacdo. Mas as
plantas por si s6 podem ndo apresentar um bom desempenho na remediagdo de vdérios
contaminantes. Este processo pode ser mais bem-sucedido na presenca de bactérias
degradadoras presentes na rizosfera desses vegetais. Para este processo, dd-se o nome de

rizorremediacdo. Tem-se conhecimento de varias espécies de bactérias, em associacio com
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vegetais, que sdo capazes de degradar compostos poluentes encontrados no ambiente,
tornando-os menos nocivos, indcuos ou até mesmo degradando-os totalmente. O objetivo
neste artigo € incentivar a utilizacdo dessa técnica na remediag¢do de solos contaminados com

hidrocarbonetos do petréleo.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Fitorremediacdo. Rizorremediacdo. Hidrocarbonetos do

petréleo.

ABSTRACT

Among the most common pollutants in the soil are the hydrocarbon oil, mainly from transport
or fuel storage tanks accidents. An efficient technique, less costly and more environmentally
suitable for decontamination of these environments is bioremediation. Bioremediation uses
mainly plants and micro-organisms capable of degrading compounds contaminants. When
plants are used for this process, gives the name of phytoremediation. But the plants
themselves cannot perform well the remediation of various contaminants. This process may
be most successful in the presence of the degrading bacteria in the rhizosphere of these plants.
For this process, gives up the name of rhizoremediation. It has been known for several species
of bacteria, in association with plants, which compounds are capable of degrading pollutants
found in the environment, making them less hazardous, innocuous or even totally degrading
them. The purpose of this article is to encourage the use of this technique in the remediation

of soils contaminated with petroleum hydrocarbons.

Keywords: Bioremediation. Phytoremediation. Rhizoremediation. Petroleum Hydrocarbons.
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INTRODUCAO

De forma direta ou indireta, os habitos culturais € o desenvolvimento de novas
tecnologias sdo fatores que influenciam no fendmeno do impacto ambiental. Hoje se vé a
producdo de quantidades cada vez maiores de residuos, sejam eles de origem doméstica ou
industrial. Sendo a atividade industrial a grande responsédvel pelo processo de degradacdo do
meio ambiente, através de emissdes gasosas ndo controladas, disponibilizacdo inadequada de
rejeitos industriais e diversas outras formas que causam a contamina¢do do meio ambiente.
Preocupagdes ambientais embriondrias que ocorreram antes da 2* Guerra Mundial,
demonstraram ser de fundamental importincia na medida em que sucessivos acidentes
ambientais passaram a ocorrer, o que estimulou a pesquisa de forma a reparar ou minimizar
esses danos ambientais nos processos produtivos. Além disso, a pressdo por parte dos
governos e da opinido publica tem for¢ado essa postura ambientalmente correta das industrias,
estabelecendo leis que regulam o gerenciamento ambiental (MOLINA-BARAHONA et al.,
2004).

As caracteristicas originais de solos, recursos hidricos, relevos e biodiversidade tém se
destoado a medida que acontece a exploracdo dos recursos naturais em diversas atividades
como agricolas, industriais e constru¢do civil. Isso acontece porque as técnicas hoje
empregadas na exploracdo destes recursos, ndo estdo adequadas a manutencdo do meio
ambiente (CAPECHE et al., 2008; KOBIYAMA; MINELLA; FABRIS, 2001). Problemas
como danos a saide humana, comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restri¢cdes
ao uso do solo, entre outros podem ser ocasionados devido a existéncia de d&reas

contaminadas. (MENEGHETI, 2007).

REVISAO DA LITERATURA

Contaminacio do solo

Solos sdo meios porosos formados na superficie da Terra por meio de processos de
intemperismo resultantes de fenOmenos bioldgicos, geoldgicos e hidrologicos. As

propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo sdo determinadas pelo processo geologico
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de sua formacgdo, origem dos minerais, sua evolu¢do de acordo com o clima e o relevo do
local, além dos organismos vivos que nele habitam (CETESB, 2001).

De acordo com Kobiyama, Minella e Fabris (2001), o solo € a parte da Listosfera onde
ha a interacdo das esferas hidroldgicas, bioldgicas, atmosféricas e geoldgicas (figura 2), por

1sso o solo € usado como base para a classificacdo de drea degradada.

Atmosfera TR TR Biosfera

. Hidrosfera
Litosfera |

Figura 2 — Interacdes das esferas hidricas, atmosféricas, bioldgicas e geoldgicas. Fonte: Szabolcs
(1994) apud Kobiyama, Minella e Fabris (2001) (Adaptado).

Bem apds os problemas ambientais decorrentes da polui¢do das dguas e da atmosfera
terem sido tematizados e tratados, o conceito da protecdo dos solos foi o ultimo a ser
abordado nas politicas ambientais dos paises industrializados (CETESB, 2001).

Apesar de existirem alguns levantamentos dos teores de metais pesados e de
contaminantes nos solos, no Brasil ainda ndo hd uma defini¢do dos seus niveis de referéncia
para uma possivel avaliagdo de contaminacdo. Sao Paulo foi o primeiro estado brasileiro a
dispor de valores proprios de referéncia para a avaliagdo dos graus de poluicdo do solo e das
dguas subterraneas. A Companhia de Tecnologia e Saneamento Bésico (CETESB) do Estado
de Sao Paulo, com base em pesquisas de campo e testes laboratoriais, elaborou uma lista com
critérios, valores e padrdes orientadores para a concentragdo de determinados metais pesados

e substancias organicas no solo e nas dguas subterraneas (CETESB, 2011) (tabela 1).
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Aluminio — — — — — 200
Antimonio <0,5 2 5 10 25 5
Arsénio 3,5 15 25 50 100 10
Bério 75 150 300 400 700 700
Cadmio <0,5 3 10 15 40 5
Chumbo 17 100 200 350 1200 10
Cobalto 13 25 40 80 100 30
Cobre 35 60 100 500 700 2000
Cromo 40 75 300 700 1000 50
Ferro — — — — — 300
Manganés = = = = = 100
Mercurio 0,05 0,5 2,5 5 25 1
Molibdénio <25 30 50 100 120 250
Niquel 13 30 50 200 300 50
Prata 0,25 2 25 50 100 50
Selénio 0,25 5 — — — 10
Vanadio 275 = = = = =
Zinco 60 300 500 1000 1500 5000
Benzeno 0,25 — 0,6 1,5 3 5
Tolueno 0,25 — 30 40 140 170
Xilenos 0,25 = 3 6 15 300
Estireno 0,05 — 15 35 80 20
Naftaleno 0,2 — 15 60 90 100
Diclorobenzeno 0,02 — 2 7 10 40
Hexaclorobenzeno 0,0005 — 0,1 1 1,5 1
Tetracloroetileno 0,1 — 1 1 10 40
Tricloroetileno 0,1 — 1 30 70
1,1,1 Tricloroetano 0,01 — 8 20 50 600
1,2 Dicloroetano 0,5 — 0,5 1 2 10
Cloreto de Vinila 0,05 — 0,1 0,2 0,7 5
Pentaclorofenol 0,01 — 2 5 15 9
2,4,6 Triclorofenol 0,2 — 1 5 6 200
Fenol 0,3 — 5 10 15 0,1
Aldrin e Dieldrin 0,00125 — 0,5 1 5 0,03
DDT 0,0025 = 0,5 1 5 2
Endrin 0,00375 — 0,5 1 5 0,6
Lindano (6-BHC) 0,00125 — 0,5 1 5 2

Tabela 1 — Valores orientadores de niveis aceitdveis de metais pesados e substancias organicas para
solos no Estado de Sao Paulo. Em destaque, BTX. Fonte: Adaptado de CETESB (2001).

De acordo com dados da CETESB, em Sdo Paulo 79% dos solos contaminados estdo
localizado nos postos de combustiveis. De um total de 818 registros de regides contaminadas

na cidade de Sao Paulo, trés estao localizadas em areas comerciais, 83 em industriais, 25 sdo
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de instalagdes para destinagdo de residuos, trés surgiram por acidentes desconhecidos e 675
localizam-se em postos de gasolina, demonstrando que um dos principais contaminantes do

solo sdo os produtos que compdem combustiveis.

Contaminacao do solo por Hidrocarbonetos do Petréleo

O petréleo e seus derivados ocupam lugar de destaque dentre os compostos organicos
contaminantes do solo. Isso se deve ao fato do grande volume produzido e seus usos diversos
na vida moderna (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; MARIANO, 2006).

O aumento da contaminagdo do solo por hidrocarbonetos do petréleo tem sido
destaque nas ultimas décadas, principalmente em funcdo da frequéncia com que os casos de
contaminagdo sao constatados e da gravidade do impacto no meio (SPINELLI, 2005). Embora
os grandes vazamentos acidentais de petréleo sejam preocupantes e ocupem grande espago na
midia, estima-se que a principal fonte de contaminacao por derivados de petrdleo seja devido
a pequenos vazamentos de combustivel ocorridos em reservatérios, falhas mecanicas ou
humanas ocorridas nas operagdes de descarga e por acidentes ocorridos no transporte deste
produto quimico por navios, caminhdes ou dutos (CETESB, 2001; SPILBORGHS, 1997).

Nos solos contaminados por petréleo e seus derivados, alguns contaminantes se
destacam em comparacdo aos demais. Os compostos de maior interesse e preocupacio
ambiental sd@o: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (isdmeros: orto-, meta- € para-xileno).
Também conhecidos como BTEX, esses compostos sdo definidos como hidrocarbonetos
monoaromadticos, cujas estruturas moleculares possuem como caracteristica principal a
presenca do anel benzénico. Estes sdo os constituintes mais soliveis e mais moéveis da
gasolina. Por essas caracteristicas, sdo os contaminantes que primeiro atingirdo o lencol
fredtico em caso de derramamento de combustivel no solo, comprometendo a qualidade da
dgua e consequentemente a saide da populacdo, uma vez que estes poluentes sao
depreciadores do sistema nervoso central e por causarem leucemia em exposi¢des cronicas. O
benzeno, dentre os BTEX, é considerado o mais téxico (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010; MARIANO, 2006; SILVA, 2002).

Tipos de remediacao de solo

Diferentes termos sdo usados no Brasil para descrever os processos pelos quais uma
area contaminada recebe intervencoes, objetivando a conten¢do, ao isolamento, a remog¢ao ou

reducdo das concentracdes dos contaminantes, entre eles, “remediacdo” de dreas
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contaminadas, “recuperacdo” de dreas contaminadas, ou em alguns casos € utilizado o termo
“restauracdo” (CETESB, 2001). Para este trabalho adotou-se o termo remediagao.

A partir dos resultados de uma investigacdo detalhada e avaliacdo de risco realizado
pelo 6rgdo ambiental competente, se uma determinada drea contaminada representa um risco
para a saude humana e seguranca publica, parte-se para a definicdo da concep¢dao da
remediacdo, com vistas ao uso pretendido para a area. Nao existe um critério fixo para
determinar o melhor tipo de tratamento para uma &drea contaminada. Cada caso deve ser
analisado individualmente, avaliando suas particularidades. Geralmente, a viabilidade da
utilizacdo de um método de remediacdo depende de varios fatores, como, por exemplo, as
caracteristicas do meio contaminado, dos contaminantes, objetivos da remediag¢do, localizacao
da drea, tempo e recursos disponiveis (CETESB, 2001). A remediacdo pode ocorrer no
proprio local, onde chamamos de remediag¢do in situ, ou o material contaminado pode ser
removido para ser tratado em estacdes de tratamento, este € denominado método ex situ
(TUTIDA; FOGACA, 2011; VIDALLI, 2001).

Sao conhecidas diversas técnicas para remediacdo de solos. De acordo com o Manual
de Gerenciamento de Areas Contaminadas da Cetesb (2001), dentre os métodos de
remediacdo, seja in sifu ou ex situ, aceitos em todo o mundo pelas agéncias reguladoras estao
a remocao e redisposi¢cdo de solos, a extracdo de vapores, a atenuacdo natural monitorada,
tratamento térmico, oxidacao quimica, extracdo por solventes, conten¢do e a biorremediagao.

Este artigo vem estimular a utilizacdo da biorremediacdo nos processos de
descontaminac¢do de solos contaminados. A biorremediacdo € uma alternativa ecologicamente
mais adequada para a descontaminacdo de ambientes poluidos, uma técnica na qual
organismos vivos autdctones (do proprio ambiente) ou introduzidos, normalmente plantas e
micro-organismos, sao utilizados para remover ou reduzir poluentes. Os poluentes organicos
de dificil degradacdo s@o denominados recalcitrantes, que podem ser de origem natural ou
sintética, neste caso sdo conhecidos por xenobidticos (xenos, do grego = estrangeiro)
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Como em toda técnica, existem fatores que a fazem da biorremediacdo um método
vantajoso e outros que sdo limitantes. O quadro 1 estdo representadas algumas vantagens e

limitacdes da técnica da biorremediacgao.
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Quadro 1 — Vantagens e limitacOes da biorremediacdo. Fonte:Adaptado de CETESB (2001); Vidali
(2001).

Vantagens Limitacoes
Biodegrada substancias perigosas ao invés de
apenas transferir o contaminante de um meio para Nao € uma solucao imediata
outro

Necessidade de maior entendimento de seu

Baixo custo (até 85%) funcionamento

Possivel tratamento in situ Meétodo pouco evoluido no Brasil

Produtos utilizados ndo apresentam risco ao meio

. . Acompanhamento durante o processo
ambiente e ndo sao toxicos

Tratamento de residuos considerados de dificil . ) o P
Muitas moléculas ndo sdo biodegradaveis

degradagao
Uso em dreas de protecdo ambiental, industria de Substéancias toxicas a0 micro-organismo
alimentos, entre outras inviabiliza o tratamento

Apesar das inimeras vantagens que a técnica da biorremediagcdo oferece, esta pode
apresentar  problemas, dependendo do tipo de  Dbiorremediagdo  utilizada.

Em se tratando da insercdo de organismos nao indigenas em locais contaminados com
a finalidade de remediacdo, pode ocorrer Competi¢io com a microbiota, fauna e flora local,
podendo ocasionar um desequilibro ambiental e at€ mesmo a extin¢ao das espécies.
Outros problemas podem ser ocasionados com a insercdo de organismos geneticamente
modificados (OGM), como a competicao e troca de genes entre OGM e populagdo microbiana
indigena que pode levar a degradacdo genética das espécies autoctones. Uma alternativa para
controlar esses fatores indesejdveis € o uso de elementos suicidas, que ndo permitem a
replicacdo ou causam a destruicdo do DNA apds serem transferidos para outros micro-
organismos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

O solo contém um grande nimero de micro-organismos que, gradualmente, vao se
adaptando as fontes de energia e carbono disponiveis, que podem ser agucares facilmente
metabolizdveis ou compostos organicos complexos como os BTEX, formado pelos
hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (MARIANO,
2006). Na superficie do solo podemos encontrar um grande nimero de micro-organismos,
como bactérias aerdbicas ou anaerdbicas, fungos, actinomicetos e protozodrios. A maior
concentracdo da microbiota do solo situa-se, de modo geral, na camada de 0 cm a 20 cm de

profundidade, devido ao maior acimulo de matéria organica do solo por deposicdo do
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material vegetal da parte superficial. Com isso, os solos sem cobertura vegetal, tendem a ser
mais pobres em matéria organica. Portanto, estes solos t€m uma comunidade biol6gica menor
e menos diversificada. Com isso, quanto mais profunda for a contamina¢do de um solo,
menor a quantidade de micro-organismos indigenas para realizar a descontaminagdo do local.
(SPINELLI, 2005; MARIANO, 2006; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002,). As bactérias sao
apontadas como sendo os organismos mais aptos a degradarem moléculas recalcitrantes
xenobidticas, estas sdo moléculas organicas de dificil degradacdo produzidas por tecnologias
industriais modernas e estranhas ao ambiente natural (GAYLARDE; BELLINASO;
MANTFIO, 2005; VIDALLI, 2001). O quadro 2 aponta alguns géneros de bactérias indicados na

remediacdo de determinados contaminantes.

Quadro 2 — Géneros de bactérias indicados para a biorremediacdo de poluentes. Fonte: Tutida; Fogaca
(2011); Caballero-Mellado et al. (2007); Thapa; KC; Ghimire (2012); Jacque et al (2007); Reginatto;
Colla; Thomé (2011).

Contaminante Géneros de micro-organismos indicados
Anéis aromaticos (combustiveis, residuos Pseudomonas, Archromobacter, Bacillus,
industriais) Arthrobacter,
p Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Cédmo (Cd) Py , ’ '

Citrobacter, Klebsiella, Rhodococcus, ,

Chumbo (Pb) Bacillus
Cobre (Cu) Escherichia, Pseudomonas, Bacillus
Cromo (Cr) Alcaligenes, Pseudomonas

Pseudomonas, Aeromonas, Flavobacterium,
Moraxella, Beijerinckia, Nocardia,

Derivados do petréleo Corynebacteria, Bacillus, Penicillum,
Atinetobacter, Paracoccus, Mycobacterium,
Burkholderia
Enxofre (S) Thiobacillus
Zinco (Zn) Rhodococcus, Bacillus

Apesar de desempenharem um importante papel na remidiacdo de poluentes, algumas

bactérias dos géneros citados acima sdo patogénicas, como as espécies do grupo dos
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coliformes Citrobacter, Klebsiella e Escherichia, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia
cepacia, Bacillus cereus e Bacillus anthracis.

Citrobacter, Klebsiella e Escherichia sio géneros de bactérias indicadoras de
contaminacdo, pertencentes ao grupo dos coliformes. Estas sdo largamente utilizadas para
avaliar a qualidade da dgua e sdo responsaveis pela transmissdo de doencas, tais como a febre
tiféide, febre paratifide, disenteria bacilar e célera (ROMPRE et al, 2002).

Pseudomonas aeruginosa uma das principais causas de infeccdes hospitalares. E
considerada um patégeno oportunista, uma vez que, raramente, estd associada a infecg¢oes
comunitdrias em individuos imunocompetentes, acometendo principalmente pacientes
imunossuprimidos. Mais de 50% dos casos de infec¢do hospitalar por P. aeruginosa sao de
pacientes internados em UTIs devido a constante exposicdo de procedimentos invasivos.
Trata-se de uma espécie muito resistente a antibidticos, antissépticos e desinfetantes
(FERREIRA; LALA, 2010).

O complexo Burkholderia cepacia, abundante no solo e na rizosfera das plantas, faz
parte de um grupo composto por nove espécies de bactérias patogé€nicas oportunistas na
fibrose cistica e responsdveis pela infec¢do cruzada entre doentes (CORREIA et al, 2008).

O género Bacillus é constituido em geral por bactérias patog€nicas para os
seres humanos e demais mamiferos, como Bacillus anthracis, causador do antraz e Bacillus
cereus que causa gastroenterites e outras infeccoes (MENDES et al, 2004; PAVAN et al,
2011).

Principais géneros de bactérias que degradam Hidrocarbonetos do Petréleo

Tem-se o conhecimento de diversas espécies de bactérias que estdo envolvidas no
processo de degradacdo de poluentes, tais como metais pesados € compostos organicos, como
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos).

Quando as bactérias estdo expostas ao contaminante, elas passam a utilizar o carbono
organico como fonte de energia, transformando-o em CO; e H,O. Algumas bactérias possuem
a capacidade de produzir biossurfactantes, compostos de superficie ativos, que sdo capazes de
emulsificar tanto nas fases aquosa quanto nas ndo aquosas, otimizando a retirada do 6leo e
derivados na coluna d’dgua como também os adsorvidos ao sedimento (GOUVEIA et al,

2003).
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A habilidade de micro-organismos degradarem BTEX ¢é conhecida desde
1908, quando Stormer isolou a bactéria Bacillus hexabovorum que
apresentou capacidade de crescer aerobiamente em meio contendo tolueno e
xileno. A existéncia de degradadores de BTEX ¢ fato largamente aceito,
além disso, estes micro-organismos estdo amplamente distribuidos. A
capacidade de micro-organismos naturais do solo em degradar BTEX foi
primeiro demonstrada por Gray e Thornton em 1928. Estes pesquisadores
encontraram, entre 245 espécies de bactérias presentes em amostras de solos
ndo contaminados, 146 capazes de degradar hidrocarbonetos (GIBSON;
SUBRAMANIAM, 1984 apud MARIANO, 2006).

Dentre micro-organismos que degradam compostos aromadticos, encontram-se as
bactérias dos géneros Pseudomonas e outros géneros associados a biorremediagdo, tais como
as Sphingomonas (HYNES et al., 2004), Arthrobacter, Burkholderia, Beijerinckia, Ralstonia,
Micrococcus, Mycobacterium, Bacterium, Bacillus, Spirillum, Rhodococcus € Sphingomonas.
(AGUIAR, 2006; CABALLERO-MELLADO et al, 2007; SEO; KEUM; LI ,2009; THAPA;
KC; GHIMIRE, 2012; GRAY; THORNTON, 1928 apud MARIANO, 2006).

Venkateswaram e Harayama (1995) isolaram uma populacdo bacteriana capaz de
degradar petrdleo bruto, através da técnica do enriquecimento de culturas, e puderam verificar
que 28-51% da fracdo saturada de petrdleo e 0-18% da fracao aromatica foram biodegradadas
por uma cultura mista, onde as espécies isoladas foram Acinetobacter sp., Pseudomonas
vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp. , Sphingobacterium sp. e Ochrobactrum
sp..

Dois géneros que tem apresentado um resultado satisfatério quanto a capacidade de
degradacdo do hidrocarboneto do petréleo sdo o Burkholderia e o Pseudomonas. Leite e
Cunha (2000) em sua pesquisa sobre a biodegradagao da gasolina, composto organico rico em
compostos aromadticos, obtiveram um resultado satisfatorio quanto a degradacdo do
combustivel por esses géneros.

Ridgway e colaboradores em 1990, concluiram em seu estudo que dentre as 121 cepas
de bactérias capazes de utilizar a gasolina como fonte de energia, isoladas da dgua
subterranea, 18,4% era Pseudomonas putida, 1,6% era Pseudomonas alcaligenes e 0,41% era
Pseudomonas cepacia. Isso prova que a utilizacdo desse g€nero para biorremediacdo de
compostos organicos aromdticos € uma técnica vidvel para a descontaminagdo de ambientes.

Caballero-Mellado e colaboradores (2007) obtiveram 54 isolados de bactérias do
género Burkholderia na rizosfera de plantas de tomate em seu estudo sobre as espécies de
Burkholderia fixadoras de nitrogénio encontradas na rizosfera desses vegetais e sua

importincia na agricultura e biorremediacdo. Como resultado, além do seu papel como
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promotor de fixacdo de nitrogénio, esses micro-organismos demonstraram alta capacidade de

tolerancia a compostos quimicos organicos.

Fitorremediacao

Para remediacdo de d4reas contaminadas pelas atividades antropogénicas, sao
conhecidas vdrias técnicas, entre elas, escavacdo, incineracdo, extragdo com solvente,
oxidorredu¢do entre outros que sdao bastante onerosos, além do risco de contaminacdo
secunddria, visto que alguns processos deslocam a matéria contaminada para locais distantes.
Com isso, atualmente da-se preferéncia para os métodos in situ, que além de serem mais
baratos, agridem menos o ambiente. No entanto, um resultado satisfatério pode ser
demorado. A fitorremediagdo é um ramo da biotecnologia que oferece um tratamento
eficiente e menos dispendioso para a remediacdo de dreas degradadas, além de desempenhar
um papel de ornamentacdo. (CUNNINGHAM,; ANDERSON; SHWAB, 1996)

A fitorremediacdo € um tipo de biorremediacdo que faz o uso de plantas para a
remediacdo de dguas e solos contaminados por poluentes organicos ou inorganicos, ndo ¢ uma
técnica recente, porém seu destaque se deu nas duas dltimas décadas quando foi verificada a
capacidade de biodegradacio de moléculas organicas exdgenas pela interface raiz-solo
(DINARDI, 2003, VIDALLI, 2001).

As associagOes simbidticas micro-organismos-plantas podem desempenhar um papel
importante na fitorremediacdo de solos contaminados com produtos quimicos organicos ou
metais pesados toxicos (CHAUDHRY et al., 2005; MA et al., 2011). A remediagdo feita
através dessa associacao denomina-se rizorremdiacdo (KUIPER ez al., 2004).

A figura 3 ilustra a biorremediacdo, fitorremediacdo e rizorremediacdo € a
importancia das interacdes de solo-planta-micro-organismos para o sucesso da

biorremediacao.
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Figura 3 — Biorremediagdo, fitorremediacéo e rizorremediacdo. Fonte: Ma et al. (2011)
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A rizorremediacdo ¢ uma forma especifica de fitorremediacdo envolvendo plantas e

seus associados micro-organismos rizosféricos (bactérias e fungos). Na rizorremediacdo o

processo de degradacdo pode ocorrer naturalmente ou pode ser facilitada por meio da

inoculac¢do do solo com micro-organismos capazes de degradar os contaminantes ambientais

(KUIPER et al., 2004).

As raizes das plantas podem estimular a microbiota do solo, a qual pode contribuir

para o aumento da eficiéncia do processo de remediagcdo. Pesquisas mostram que em solos

vegetados contaminados por hidrocarbonetos do petréleo hid uma estimulacdo para o

crescimento microbioano e por isso, uma maior densidade de micro-organismos € encontrada

nesses solos em comparacdo com solos sadios (NAKATANI et al., 2008)
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Essa regido do solo que possui atividade microbiana localizada préximo as raizes das
plantas é denominada rizosfera. Nessa simbiose, as plantas fornecem exudatos como carbono,
energia, nutrientes, enzimas e algumas vezes oxigénio para as populacdes microbianas
presentes na rizosfera e os micro-organismos contribuem promovendo a saide da planta,
estimulando o crescimento radicular, aumentando a captacdo da d4gua e minerais, e inibindo o
crescimento de micrdbios patogénicos ou de outros ndo patogénicos (PILON-SMITS, 2006;
KUIPER et al., 2004; CUNNINGHAM; ANDERSON; SHWAB, 1996; CAMPBELL, 1985;
VANCE, 1996).

Os efeitos da rizosfera na comunidade bacteriana no solo sdo mais benéficos para
bactérias Gram-negativas do que para as Gram-positivas, assim como sdo mais favoraveis
para as formas ndo esporuladas em comparacdo com as esporuladas. Inimeros géneros de
bactérias sdo encontrados na rizosfera, sendo trés mais predominantes, que sdo Pseudomonas,
Achromobacter e Agrobacterium. Como fatores que explicam essa predominancia podemos
citar a capacidade dessas bactérias em produzir substancias que inibem a instalacdo de outras
espécies (MCGUINNESS; DOWLING, 2009).

A associacdo das bactérias da rizosfera com vegetais pode acelerar no processo de
remediacdo de diversos compostos. Uma série de compostos organicos toxicos em solos
foram degradados com sucesso por meio de bactérias rizosféricas como mostrado no quadro
3. Entre os compostos, estdao os hidrocarbonetos do petrdleo, contaminante de interesse desse

artigo.
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Quadro 3 — Remediacdo bem sucedida de alguns compostos utilizando bactérias da rizosfera
associadas a vegetais. Fonte: adaptado de McGuinness; Dowling (2009) (traducao nossa).

Composto Plantas usadas Bacterias usadas
Alfalfa (Medicago sativa), Beterraba
sacarina (Beta vulgaris L.) Pseudomonas fluorescens
ockcress (Arabidopsis seudomonas putida
PCBs Rockeress (Arabidopsis) Pseud putid,
Switchgrass (Panicum virogatum L.) Degradadores indigenas
Pesticidas Cevada (Hordeum sativum L.) Burkholderia cepacia
Tevo vermelo (Trifolium pratense) .
2,4-D Azevém (Lolium perenne L.) Degradadores indigenas
PCP Azevém (Lolium perenne L.) Degradadores indigenas
VOCs: . ..
TCE Trigo (Triticum spp.) Pseudomonas fluorescens
Mostarda branca (Sinapsis alba L.) Degradadores indigenas
Trigo (Triticum spp.) Azospirillum lipoferum spp
slidrocarbonetos Azospirillum brasilense
0
petroleo Festuca alta (Festuca arundinacea) Enterobacter cloacae
Pseudomonas putida
Azevém italiano (Lolium multiflorum) | Pseudomonas putida
Fenantreno Cevada (Hordeum sativum L.) Colonias de Pseuc.lomonas
degradadoras da rizosfera
. s Rhizobium leguminosarum
Criseno Trevo branco (Trifolium repens L) tolerante a HPA

A simbiose entre vegetais e bactérias ndo ocorre s6 na rizosfera. Temos também as

bactérias endofiticas, que sdo benéficas e vivem nos tecidos dos vegetais.

O processo de infec¢do e colonizacdo de plantas por bactérias se caracteriza como
sendo um evento dindmico, que envolve o reconhecimento dos sinais moleculares, seguido do
movimento da bactéria em dire¢do a planta hospedeira, sua aderéncia a superficie do vegetal
e finalmente a penetracio e multiplicacdo no interior da planta. Diferentemente dos fungos, as
bactérias sdo estruturas ativas que permitem a penetracdo nos tecidos vegetais, ndo exercendo

forca mecanica ou fisica para romper a barreira da parede celular e consequentemente



32

penetrar nas células epidérmicas intactas. Com isso, a grande maioria das bactérias penetra na
planta hospedeira passivamente através de aberturas naturais, como os estdmatos, hidatddios,
glandulas nectariferas, lenticelas ou pelos ferimentos (REIS; OLIVARES, 2006).

Muitas bactérias endofiticas possuem a capacidade de degradar poluentes, como os
hidrocarbonetos do petréleo (MCGUINNESS; DOWLING, 2009). No quadro 4 estdo
representadas algumas espécies de bactérias endofiticas, em associagdo com vegetais, capazes de

degradar poluentes orgénicos.

Quadro 4 — Espécies de bactérias endofiticas, associadas a vegetais, degradadoras de poluentes. Fonte:
adaptado de McGuinness; Dowling (2009) (tradug@o nossa).

Composto Plantas usadas Bactérias usadas

PCBs, TCP Trigo (Triticum spp.) Herbaspirillum sp.

Pseudomonas aeruginosa

Acidos clorobenzdicos Centeio selvagem (Elymus dauricus) Pseudomonds savastanoi

Pesticida 2,4-D Ervilha (Pisum sativum) Pseudomonas putida

Tremoco amarelo (Lupinus luteus L.) Burkholderia cepacia

BTEX Burkholderi ]
‘ urkholderia cepacia
Alamo (Populus) Pseudomonas sp.

Naftaleno Ervilha (Pisum sativum) Pseudomonas putida

Explosivos: TNT, RDX,

HMX Alamo negro (Populus deltoidesnigra) | Methylobacterium populi

Algumas das vantagens da utilizacdo de bactérias endofiticas em fitorremediacdo de
solo contaminado, quando comparada com a utilizacdo de plantas somente sao(i) a expressao
genética quantitativa de genes que catabolizam poluentes pode ser usada para avaliar a
eficiéncia do processo de reparagcdo, (i) a engenharia genética de uma via catabdlica
bacteriana € mais féacil de manipular do que uma via catabdlica de planta, e (iil) os poluentes
téxicos absorvidos pela planta podem ser degradados pelas bactérias endofiticas, reduzindo os
efeitos téxicos dos contaminantes (MCGUINNESS; DOWLING, 2009).

Sem a contribuicdo microbiana, a fitorremediacdo por si s6 pode ndo ser uma técnica
vidvel para muitos poluentes organicos hidrofobicos (CHAUDHRY et al., 2005; MA et al.,

2011) entdo, a utilizacdo de populagdes de rizomicrébios presentes na rizosfera de plantas, e
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de bactérias endofiticas para biorremediagdo, pode ser fundamental. (ANDERSON;

GUTHRIE; WALTON, 1993; KUIPER et al., 2004).
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3 ARTIGO 2

POTENCIAL DE CRESCIMENTO DE BACTERIAS ISOLADAS DO GURIRI (Allagoptera
arenaria) NA PRESENCA DE HIDROCARBONETO DO PETROLEO

RESUMO

Entre as solugdes existentes para eliminacdo de contaminantes em ambientes, a
biorremediacdo se destaca por ser uma técnica inofensiva a saide humana, e por ser
econdmica e ecologicamente mais vidvel. O petroleo hoje é uma das principais fontes de
energia do Brasil e do mundo, e ambientes véem sendo contaminados com frequéncia por este
poluente. A restinga, apesar de ser um ecossistema de suma importancia, € um ambiente
negligenciado, e estd vulnerdvel a contaminacdo por hidrocarbonetos do petrdleo, tanto por
vazamento no meio maritimo, como pelos dutos que muitas vezes cortam esses ecossistemas.
A utilizacdo de plantas como agentes biorremediadores denomina-se fitorremediagdo, e sua
eficiéncia € potencializada pela acdo de micro-organismos que vivem em simbiose na sua
rizosfera. Para este processo damos o nome de rizorremediagdo. Pouco se sabe sobre a
interacdo de micro-organismos com vegetais de restinga. A Allagoptera arenaria (guriri), um
vegetal resistente ao fogo e muito bem adaptado a ambientes estressados, foi o vegetal objeto
deste estudo. Realizou-se a identificacdo de bactérias encontradas na rizosfera e no tecido da
raiz. Foi constatado que existem pelo menos 5 espécies em simbiose com o vegetal e que
possivelmente algumas bactérias que colonizam o interior das raizes sdo as mesmas que estao

presentes na rizosfera. Buscando verificar a tolerancia das bactérias endofiticas e bactéria da
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rizosfera ao tolueno, estas foram submetidas ao crescimento com diferentes concentragdes do
contaminante, e foi observado que as bactérias Gram positivas sdo mais resistentes ao tolueno.
Através de comparagdes morfoldgicas, supde-se que uma das espécies encontradas na
rizosfera seja a Beijerinckia indica, espécie encontrada em solos de ambientes tropicais e com

conhecida capacidade de degradacdo de contaminantes, entre eles o tolueno.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Allagoptera arenaria. Tolueno

ABSTRACT

Among existing solutions for removing contaminants environments, the bioremediation
stands out as a technique harmless to human health, and be economically and ecologically
viable. Oil today is a major source of energy in Brazil and the world, and environmental have
been contaminated with the pollutant per frequently. The sandbank, despite being a very
important ecosystem, an environment is neglected, and this is vulnerable to contamination by
petroleum hydrocarbons, both by leakage into the marine environment, as the pipelines that
often cut these ecosystems. The use of plants as agents degrade called phytoremediation, and
its efficiency is enhanced by the action of micro-organisms that living symbiotically in their
rhizosphere. For this process we call rhizoremediation. Little is known about the interaction of
microorganisms with vegetables of sandbank. The Allagoptera arenaria (guriri), a plant that
resists the fire and well adapted to environments stressed, this plant was subject of this study.
We carried out the identification of bacteria found in the rhizosphere and bacteria of root
tissue. It was noted that there are at least 5 species in symbiosis with plant and possibly some
bacteria that colonize the interior of roots that are the same are present in the rhizosphere.
Seeking to verify the tolerance of endophytic and rhizosphere bacteria to toluene, these were
subjected to growth at different concentrations of dopant, and it was observed that Gram
positive bacteria are more resistant to toluene. Through Morphological comparisons, it is
assumed that one species found in the rhizosphere is the Beijerinckia indica, specie found in
soils of tropical environments and with known capacity degradation of contaminants, among

them toluene.

Keywords: Phytoremediation. Allagoptera arenaria. Toluene
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INTRODUCAO

O crescimento da civilizacdo industrial e consequente aumento do uso dos
combustiveis fosseis como fonte de energia, tem propiciado o aumento da polui¢do ambiental
com altas taxas de compostos de origem nao-biolégica (OSHIRO; IZUMI, 1999). As
inddstrias ligadas ao setor petrolifero com sua geracdo de residuos téxicos representam uma
fonte poluidora de grande impacto ambiental nos ecossistemas.

Nosso pais demonstra hoje uma maior preocupacdo quanto ao meio ambiente. H4
numerosos mecanismos legais que tendem assegurar a protecdo ambiental, mas infelizmente
esses mecanismos por si s6 ndo sdo capazes de acabar com a degradacao descomedida dos
recursos naturais. Para que o meio ambiente seja protegido € necessdrio que o
desenvolvimento seja pensado de forma sustentdvel, que o manejo dos recursos naturais seja
feito com responsabilidade e consciéncia, preservando-o assim para as geragoes futuras. Além
do manejo adequado, os residuos originados das atividades antropogénicas devem ser tratados
e dispostos de maneira apropriada ambientalmente. Quando isso ndo acontece € necessario
reparar os prejuizos ambientais utilizando de técnicas eficientes e economicamente vidveis.
Uma tarefa dificil, visto que os processos de reparagdo ambiental estdo associados a longos
periodos e a altos custos. (ABBAS, 2003; SILVEIRA; SPAREMBERGER, 2004).

Devido ao grande volume produzido e seus usos diversos na vida moderna, o petréleo
e seus derivados ocupam lugar de destaque dentre os compostos orgdnicos contaminantes do
solo. (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). Diversas sdo as fontes de contaminag¢do do solo por
combustiveis, entre elas o transporte de combustiveis por navios, caminhdes ou dutos e o
crescente nimero de casos de vazamentos provenientes de tanques de armazenamento
subterraneos, os quais estdo sujeitos a fortes processos corrosivos (SPILBORGHS, 1997).

Em solos contaminados por petréleo e seus derivados, alguns contaminantes se
destacam em comparacdo aos demais. Os compostos de maior interesse € preocupacao
ambiental, normalmente, sdo os principais a serem identificados e quantificados antes e
durante um processo de remediacdo, sdo: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (isdmeros:
orto-, meta- e para-xileno). Esses compostos, conhecidos também como BTEX, sio definidos
como hidrocarbonetos monoaromadticos, cujas estruturas moleculares possuem como
caracteristica principal a presenca do anel benzénico. Estes sdo os constituintes mais soltveis
e mais moveis da gasolina. E pelas suas caracteristicas sdo os contaminantes que primeiro

atingirdo o lencol fredtico em caso de derramamento de combustivel, comprometendo a
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qualidade da dgua e consequentemente a saide da populacido, uma vez que estes poluentes sao
depreciadores do sistema nervoso central e causam leucemia em exposi¢Oes cronicas. O
benzeno, dentre os BTEX, é considerado o mais téxico (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010; SILVA, 2002).

De acordo com a portaria 518/2004, do Ministério da Sadde, os valores maximos
permitidos para os diferentes hidrocarbonetos monoaromaticos em dgua para consumo
humano, sdo Sug/L para o benzeno, 170 ug/L para o tolueno, 200 pug/L para o etilbenzeno e
300 pg/L para o xileno. Porém, ndo h4d nenhuma base legal que determine o valor méximo
permitido desses contaminantes no solo.

A Companhia de Tecnologia e Saneamento Bdsico (Cetesb), responsdvel pelas
acoes de controle ambiental no Estado de Sao Paulo, elaborou uma lista com
critérios, valores e padrdes orientadores para a concentragao de determinados metais pesados
e substancias organicas no solo e nas dguas subterraneas (TUTIDA; FOGACA, 2011). Dentre
as substancias organicas contempladas pela Cetesb, estdo o benzeno, tolueno e xileno, onde o
valor méximo permitido em solo é de 0,25 mg.kg™.

O tolueno, hidrocarboneto utilizado nesta pesquisa, € incolor e de odor caracteristico.
Sua férmula é CcHSCH3, possui peso molecular de 92,15 e sua densidade € 0,867 a 20 °C.
Por se tratar de um solvente aromdtico de alta pureza, o tolueno possui vdrias aplicacoes,
como na fabricacdo de esmaltes sintéticos, tintas de fundo (primers), tintas de acabamento de
secagem rapida, nas formulacdes de adesivos a base de borracha e como solvente nas tintas a
base de aluminio para repintura de botijoes de gas. Também ¢é utilizado como matéria-prima
na fabricacdo de explosivos e para a producido de secantes, aditivos, desinfetantes, dcido
benzoico, entre outros (FORSTER; TANNHAUSER; TANNHAUSER, 1994).

Uma técnica que vem sendo utilizada com a finalidade de descontaminacdo de
ambientes impactados é a biorremediacdo, uma técnica menos onerosa, ecologicamente mais
adequada e recomendada para descontaminag¢do de ambientes contaminados por moléculas
organicas, como os hidrocarbonetos do petrdleo.

A biorremediagdo se utiliza do metabolismo de organismos vivos autdctones (do
préprio ambiente) ou introduzidos, entre eles plantas e micro-organismos, para remediacio de
areas contaminadas. Estes removem ou reduzem os poluentes existentes no local. Este
processo biotecnoldgico de remediagdo tem sido bastante pesquisado e recomendado pela
comunidade cientifica atual para o tratamento de ambientes contaminados, tais como solo,
dguas subterraneas e superficiais. Esta biotecnologia pode ser aplicada no préprio ambiente

que estd impactado, denominado entdo de método in situ, ou pode haver a necessidade da
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remocdo do material contaminado para tratamento futuro, método ex sifu. (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005). Sendo que este ultimo envolve modificagdo do ambiente,
tanto na estética quanto nas suas relacdes bidticas e abidticas, podendo ocasionar um
desequilibrio no ambiente. Na figura 4 estd representada uma rede de degrada¢do microbiana.
Mostra que os degradadores de petréleo primdrios interagem com outros componentes

bioldgicos.
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Figura 4 - Rede de degradacdo microbiana. Bactérias degradadoras de hidrocarbonetos sao mostradas
em verde. Setas sélidas indicam fluxos de materiais, e as setas quebradas indicam interacoes diretas.
Fonte: Head; Jones; Roling (2006).

Uma vez que os micro-organismos sao responsaveis por reciclar a maior parte das
moléculas da biosfera, estes tem se mostrado eficientes na degradacdo de moléculas
xenobidticas recalcitrantes (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005). Em muitos
ecossistemas existe uma comunidade autéctone de micro-organismos capazes de degradar
hidrocarbonetos (KATAOKA, 2001).

Ja sdo conhecidas 5 vias metabdlicas distintas para a degradagdo aerdbica do tolueno.
Suas vias consistem basicamente na insercdo de 2 atomos de oxigénio no anel aromatico para
formar o catecol que € substrato da clivagem do anel benzénico. (ZENG, 2001 apud
RODRIGUES, 2002). Na figura 5 e 6 estdo representadas as vias de degradacdo do tolueno

por Beijerinckia indica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas picketti e Pseudomonas putida.
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Figura 6 — Vias de degradacdo do tolueno pelas cepas Burkholderia cepacia mt-2 (pTOL),
Pseudomonas picke tti G4, Pseudomonas putida F1 respectivamente (ZENG, 2001 apud
RODRIGUES, 2002).
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A fitorremediag@o € um tipo de biorremediacdo que se utiliza de plantas para remover,
conter ou inativar os contaminantes presentes no ambiente. Uma das vantagens da utiliza¢do
desse método € o baixo custo para remediacdo do solo, sem agredir o ambiente
(CUNNINGHAM; ANDERSON; SHWAB, 1996). A fitorremediacdo tem se mostrado
eficiente no tratamento de hidrocarbonetos do petrdleo, solventes clorinados, pesticidas e
explosivos cujo efeito se deve principalmente as raizes que modificam as condi¢des quimicas,
fisicas e bioldgicas do solo, estimulando assim a comunidade microbiana e 0s processos
bioquimicos responsaveis pela eficicia da degradacdo e dissipacdao dos poluentes (KIRK et
al., 2004). A cobertura vegetal, além de estimular e contribuir para a biodegradacido de
poluentes organicos do solo reduz problemas de erosdo hidrica e edlica, evitando a
contaminacdo de dreas proximas. (PAULA; SOARES; SIQUEIRA, 2006).

Uma vez que os vegetais por si sé podem ndo desempenhar um papel satisfatério na
degradacdo de poluentes organicos hidrofébicos, o processo se torna mais eficaz quando
ocorre em associacdo com micro-organismos presentes na rizosfera, interface raiz-solo. Esse
processo € denominado rizorremediacio (ANDERSON; GUTHRIE; WALTON, 1993;
CHAUDHRY et al., 2005; MA et al., 2011; DINARDI, 2003; KUIPER et al., 2004;
ROBINSON et al., 1998).

A rizosfera € a regido de sedimento que possui atividade microbiana localizada
proxima as raizes das plantas. Nessa simbiose, as plantas fornecem exudatos como carbono,
energia, nutrientes, enzimas e algumas vezes oxigénio para as populacdes microbianas na
rizosfera (CUNNINGHAM; ANDERSON; SHWAB, 1996; CAMPBELL, 1985; VANCE,
1996), e por sua vez 0s micro-organismos que vivem na rizosfera promovem a saude da
planta estimulando o crescimento radicular, aumentando a capta¢do da 4gua e minerais, e
inibem o crescimento de micrébios patogénicos ou de outros ndo patogénicos (PILON-
SMITS, 2006; KUIPER et al., 2004).

Um exemplo de ecossistema que estd exposto a contaminagdo por hidrocarboneto do
petroleo, seja pela exploracdo ou transporte, € a restinga. Tendo em vista a escassez de
estudos relacionados a atividade dos micro-organismos nesse ambiente e a vulnerabilidade
deste ecossistema, tornam-se necessarios estudos sobre a capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos do petréleo por micro-organismos associados a vegetais de restinga.

O vegetal objeto deste estudo foi a Allagoptera arenaria, também conhecido como
buri, buri-da-praia, buriri, caxandd, coco-da-praia, guriri, pissandd, uma palmeira de caule
subterraneo, nativa das restingas da costa brasileira, tendo ocorréncia desde o litoral do Parand

até o litoral de Pernambuco (figura 7). No estado do Rio de Janeiro ocorre em todas as
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restingas de norte a sul, desde as mais preservadas até as mais impactadas. Possui uma
peculiar capacidade de sobreviver ao fogo, rebrotando a partir dos estipes rizomatosos
subterraneos e € considerado um vegetal facilitador por promover sombra e matéria organica
para que outras espécies colonizem o ambiente (ARAUJO; PEIXOTO, 1977; BRAGA, 2008;
MENEZES, 1996; MENEZES; ARAUJO, 2004; REIS, 2006). Sua capacidade de
sobrevivéncia ao fogo, de adaptacdo em ambientes estressados e de facilitar a instalacdo de
outras espécies vegetais no ambiente, faz do guriri um potencial vegetal biorremediador. Uma
vez que seu caule é subterraneo e profundo e o lencol fredtico das restingas é geralmente

superficial, pode-se inferir que haverd um beneficio no processo de biorremedia¢do do solo,

podendo evitar a contaminagdo de dguas subterraneas.

Figura 7 - Fotografia de A. arenaria na restinga de Massambaba, Rio de Janeiro-RJ. Foto: Gisely
Mendes.

Os objetivos deste trabalho sdo:
¢ Identificar bactérias associadas a Allagoptera arenaria,

e Avaliar a capacidade de crescimento destas na presenca de tolueno.
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METODOLOGIA

Caracterizacao da area de estudo

A drea escolhida para o estudo foi a restinga de Massambaba que se localiza no Centro
de Diversidade Vegetal de Cabo Frio, contemplando os municipios de Saquarema, Araruama
e Arraial do Cabo (aproximadamente 22°56°S), possuindo uma darea total de 76,3 Km?

(ARAUJO, 1997) (Figura 8).
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Figura 8 — Mapa do Centro de Diversidade Vegetal de Cabo Frio. Fonte: Aratjo, D. S. D. ef al.(2009).

A restinga de Massambaba possui 48 km de extensao, incidindo a partir do municipio
de Saquarema, na barra da Lagoa de Saquarema, at€ o Morro da Atalaia, no municipio de
Arraial do Cabo (ARAUJO, 2000), sua formacdo se deu entre 5000 a 7000 anos devido a
sucessivas transgressoes e regressoes do mar (BIGARELLA; BECKER, 1975). A restinga é
constituida por um sistema de dois corddes arenosos que separa o mar da laguna de Araruama
(MUEHE, 1994 apud ARAUJO, 2000), a maior laguna hipersalina do mundo (SOUZA,

2004). Estes corddes possuem diferentes idades e sdo separados por uma faixa mais baixa de



46

relevo, onde ha a ocorréncia de um sistema de lagunas. (MUEHE, 1994 apud ARAUJO,
2000).

Antigamente, a restinga de Massambaba era adjacente com as restingas da Praia Seca
de Saquarema e margeava a Laguna de Araruama (ARAUJO, 2000). Devido a alta taxa de
exploracdo e consequente ocupagdo desordenada do solo, sua ligacdo com as dreas de restinga
adjacentes e com a lagoa de Araruama foi interrompida. Atualmente, a restinga de
Massambaba fica restrita 2 Area de Protecio Ambiental (APA) de Massambaba e poucos
fragmentos de vegetacdo preservados situam-se proximos da localidade de Figueiras em
Arraial do Cabo (ROCHA-PESSOA et al, 2008).

As restingas fluminenses apresentam um total de trinta e seis espécies vegetais
endémicas, onde vinte e seis destas s@o encontradas no Centro de Diversidade Vegetal de
Cabo Frio, que influenciado pelo clima seco, pela extensa variedade de habitats e pela histéria
geomorfoldgica, faz deste o mais rico em diversidade de espécies (ARAUJO, et al., 2009;

ARAUJO, 1997).

Obtencao do material biolégico em campo

Foram coletadas em triplicata amostras de raizes de Allagoptera arenaria em uma
profundidade de aproximadamente 30 cm utilizando ferramentas, como tesouras € pa, €
frascos para acondicionamento estéreis. Com o auxilio de um termOmetro, em campo

verificou-se que a temperatura do solo era de 25°C.

Obtencao e manutenciao das bactérias da rizosfera

Para obtencdo das bactérias da rizosfera, no Laboratério de Ecotoxicologia e
Microbiologia Ambiental (LEMAM) as amostras de raizes foram acondicionadas em tubos
Falcon estéreis de 15 ml e centrifugadas com 8ml do meio de cultura LB (Luria Bertani
Broth) da Himedia por 15 minutos a uma rotagdao de 2000 rpm e logo apds, foram agitadas por
1 minuto no vortex com o objetivo de se obter as bactérias fortemente aderidas a raiz. Com o
auxilio de uma micropipeta, um inoculo de 200 ul da suspensdo foi incubado com 8 ml de
meio LB a uma temperatura de 25°C. Apds 24 horas de crescimento, observado pela saturacao
do meio, um inoculo das culturas foi transferido com o auxilio de uma al¢a de kole para
placas de Petri contendo meio de cultura sélido (LB + Agar 2%) devidamente identificadas e
incubadas por 24 horas a uma temperatura de 25°C. As coldnias crescidas no meio de cultura
sOlido foram isoladas e transferidas para o meio liquido e para manutencdo foram feitas

repicagens apOs cada crescimento. Toda manipulacdo do material bioldgico foi realizada em
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cabine de seguranca bioldgica Classe II A 1 da Filterflux, a fim de eliminar interferéncias do

ambiente e garantir a integridade do material.

Teste de Coliformes Totais e Escherichia coli na rizosfera

Para controle de contaminagdo do solo, o teste de Colilert® foi realizado no
Laboratério TESALAB — Tecnologia em Servicos Ambientais, visando a determinacdo de
coliformes totais e Escherichia coli na rizosfera. Pra isso, as raizes foram lavadas com
solugdo salina 0,9% e o liquido resultante foi incubado com Colilert® por 24 horas em uma
temperatura de 35+0,5 °C, de acordo com a metodologia do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 21* edi¢do. Apds o periodo de incubagdo, foi
observado se ocorreu mudanga da coloragdo para amarelo, nesse caso constata-se a presenca
de coliformes totais. Para determinacdo de Escherichia coli, o frasco foi observado sob luz

ultravioleta em uma camara escura. Na presenca de Escherichia coli, o liquido fluoresce.

Obtencao e manutencao das bactérias endofiticas

Para aquisicdo das bactérias endofiticas, as raizes centrifugadas foram submetidas a
um banho de hipoclorito 1% por 20 minutos para esterilizar a parte externa da raiz e logo
apos, lavadas com solucao salina estéril 0,9%. A fim de confirmar a esterilizacdo externa das
raizes, estas foram encostadas em placas de Petri contendo meio de cultura s6lido (LB + Agar
2%) e incubadas por 24 horas a uma temperatura de 25°C. ApOs esterilizacdo, as raizes foram
transferidas para um gral de porcelana etéril e com o auxilio de um pistilo, também estéril,
foram maceradas com LB e 8 ml do caldo transferido para tubos Falcon estéreis de 15ml que
foram centrifugados por 15 minutos a uma rotacdo de 2000 rpm. Com auxilio de uma
micropipeta, um inoculo de 200 pl da suspensdo foi incubado com 8 ml de meio LB a uma
temperatura de 25°C. Apds 24 horas de crescimento, observado através da saturagdo do meio,
um inoculo das culturas foi transferido com o auxilio de uma al¢a de kole para placas de Petri
contendo meio de cultura sélido (LB + Agar 2%) devidamente identificadas e incubadas por
24 horas a uma temperatura de 25°C. As colonias crescidas no meio de cultura s6lido foram
1soladas e transferidas para o meio liquido e para manutencdo, foram feitas repicagens apos

cada crescimento.
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Colorac¢ao de Gram

Foram feitas laminas das bactérias endofiticas e da rizosfera a partir do primeiro
crescimento em meio liquido e logo em seguida, estas foram submetidas ao teste de coloracdo
de Gram. Para o teste de Gram, foram realizados os seguintes procedimentos: para cada
lamina, foi feito um esfregagco com o material a ser analisado e a fim de fixar as células na
lamina, esta foi passada sobre chama de trés a quatro vezes. Apds fixacdo das células, a
lamina foi coberta por solu¢do de Cristal Violeta por um minuto e em seguida, apods
eliminacdo do excesso da solugdo, a lamina foi coberta por solucdo de Lugol para Gram por
um minuto. Em seguida a lamina foi descorada com solugio de Alcool-Acetona e lavada em
agua corrente. Para finalizar, a 1amina descorada foi coberta por Fucsina Fenicada de Gram
por trinta segundos e lavada em agua corrente. O mesmo procedimento foi realizado com as
células obtidas a partir do crescimento em meio sélido. A observacdo das laminas foi
realizada com auxilio de um microscépio Optico na objetiva de imersdo, levando em
consideragdo a coloracdo e morfologia das células. Todas as laminas coradas foram
fotografadas no Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira de Arraial do Cabo com
o auxilio de um microscépio 6ptico Olympus BX51 com uma camera fotografica Olympus

DP72 acoplada.

Experimento de tolerancia com tolueno

A partir da cultura liquida, as bactérias da rizosfera foram submetidas a um novo
crescimento em tubos de vidro com tampa de rosca contendo tolueno diluido em meio de
cultura LB. O tolueno (C7Hg) utilizado no experimento é da marca Vetec, codigo 140 e possui
peso molecular 92,14. A determinacdo das concentragdes de tolueno utilizadas nos
experimentos foi de acordo com Nahar; Alauddin; Quilty (2000). Foram utilizadas as
seguintes concentracdes (tolueno/LB): 2,5 ul/ml, 0,25 ul/ml. Um inéculo de 2,05 x 10°
bactérias por ml, obtido através do método do nimero mais provdvel com o auxilio da camara
de neubauer, foi incubado em cada dilui¢do. Este método nos permite calcular uma estimativa
de quantas células bacterianas existem em um determinado volume de amostra. Este
procedimento foi realizado em triplicada para cada diluicdo. Os tubos foram acondicionados
em um agitador horizontal orbital digital IKA HS/KS 260 basic ajustado para rotacdo de
250rpm e estes foram mantidos dentro de uma incubadora tipo BOD da ACB Labor
programada para 25°C. A leitura do crescimento bacteriano foi obtida a cada 48 horas através

de densidade otica, com o auxilio de um espectrofotdmetro UV/V-1600 da Pré-andlise
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ajustado para 660 nm, com o objetivo de se tracar uma curva de crescimento. O mesmo
procedimento foi realizado em dois experimentos feitos com as bactérias endofiticas, onde em
um experimento com a cultura mista o indculo foi de 2,35 x 10* bactérias por ml e no outro,
com as bactérias Gram negativas, o inéculo foi de 1,05 x 10’ bactérias por ml. Apés cada
crescimento com tolueno, as culturas foram transferidas para placa de Petri com meio de
cultura sélido e apds crescimento foram feitas laminas e estas passaram pelo processo de
coloragcao de Gram. A média e o desvio padrao de cada diluicdo foi realizada com o auxilio do

programa GraphPad Prism 5.00.288.

RESULTADOS

Caracterizacio das Bactérias da Rizosfera

As bactérias da rizosfera da Allagoptera arenaria tiveram um bom crescimento no
periodo de 24 horas a uma temperatura de 25°C, temperatura constatada no solo no ato da
coleta das raizes. A partir da andlise das laminas que passaram pelo processo de coloragcdo de
Gram, foi constatado que a rizosfera da Allagoptera arenaria é colonizada por pelo menos
trés tipos de bactérias. Quanto a coloracdo, observou-se somente a presenga de bactérias Gram
positivas. Em andlise morfoldgica, foi verificada a presenca de cocos e dois tipos de

bastonetes, como podemos observar nas figuras 9 e 10.
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Figura 9 — Bactérias isoladas da rizosfera da Allagoptera arenaria. A e B dois tipos de bastonetes
Gram positivos. Foto: Gisely Mendes

Figura 10 — Bactérias isoladas da rizosfera da Allagoptera arenaria. Cocos Gram positivos no detalhe.
Foto: Gisely Mendes
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A partir do teste de Colilert® foi detectada a presenca de coliformes totais na
rizosfera, porém a presencga de Escherichia coli foi descartada. Os principais géneros do grupo
dos coliformes sdo Escherichia, Citrobacter, Enterobacter € Klebsiella (QUEIROGA;
SANTOS; CARNEIRO, 2007). Em andlise morfoldgica, foi observado que nenhuma célula se
assemelha com Citrobacter, Enterobacter ou Klebsiella, estas sdao Gram negativas e as

bactérias isoladas da rizosfera sdo Gram positivas.

Caracterizacao das Bactérias Endofiticas

Com a observagao das laminas das bactérias endofiticas, foi observada a presenca de
pelo menos trés tipos de bactérias, existindo bactérias Gram positivas e Gram negativas. A
partir do crescimento em meio sélido em placa de Petri foi possivel observar a formacao de
duas col6nias morfologicamente distintas. Estas foram isoladas e obteve-se entdo o

1solamento das bactérias Gram negativas e Gram positivas. Analisando as bactérias Gram

negativas, verificou-se a presenca de dois tipos de bastonetes (figura 11).

Figura 11 — Dois tipos de bastonetes Gram negativos encontrados no interior da raiz da Allagoptera
arenaria. Foto: Gisely Mendes.
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Visualmente foi verificada a presenga de somente um tipo de bastonete Gram positivo
(figura 12) que se assemelha morfologicamente com um tipo de bastonete encontrado na

rizosfera, podemos entdo sugerir que as bactérias que vivem em simbiose na rizosfera da

Allagoptera arenaria podem estar também no interior das raizes (Figura 13).

Figura 12 — Bastonetes Gram positivos encontrados no interior das raizes da Allagoptera arenaria.
Foto: Gisely Mendes.
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Figura 13 — Comparag@o morfoldgica dos bastonetes Gram positivos encontrados no interior das raizes
(A) e narizosfera (B) da Allagoptera arenaria. Foto: Gisely Mendes.

Teste de tolerancia com o tolueno
Bactérias da rizosfera

As bactérias extraidas da rizosfera da Allagoptera arenaria e submetidas ao
crescimento com o tolueno apresentaram uma resposta satisfatéria nas diluicdes utilizadas,
demonstrando que sdo tolerantes ao contaminante. Na figura 14 estd representado o grafico

com as curvas de crescimento obtidas através da leitura por densidade 6tica.
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Curva de Crescimento - Bactérias Rizosfera + Tolueno
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Figura 14 - Grafico X — Curva de crescimento das bactérias da rizosfera da Allagoptera arenaria na
presenca de tolueno.

Verificou-se que as bactérias submetidas ao crescimento com a dilui¢do 2 (0,25ul/ml)
cresceram em 24 horas, o mesmo periodo de crescimento observado sem o contaminante,
demonstrando que a concentracdo utilizada ndo interferiu no tempo de crescimento. Na
dilui¢do 1 (2,5ul/ml), concentracdo dez vezes maior que a dilui¢do 2, o crescimento se deu
ap6s 72 horas da incubacdo das bactérias com o tolueno. No terceiro dia de experimento
observou-se um pequeno decaimento do crescimento das bactérias da diluicdo 2. J4 na
diluicio 1 podemos observar um crescimento progressivo da cultura, mostrando que o
contaminante ndo interferiu nas funcdes metabdlicas dos micro-organismos.

Analisando morfologicamente as bactérias que cresceram na presenca de tolueno,

puderam-se observar pelo menos trés espécies de bactérias (figura 15).
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Figura 15 — Bactéria da rizosfera tolerantes ao tolueno. A — Dois tipos de bastonetes e B — Cocos.
Foto: Gisely Mendes.

A partir de comparagdes morfoldgicas e ecoldgicas na bibliografia, supde-se que um
dos bastonetes resistentes ao tolueno seja a Beijerinckia indica, espécie descoberta por
Starkey e De em 1939. Beijerinckia indica é uma espécie fixadora de nitrogé€nio, encontrada
na rizosfera de vegetais de solos acidos tropicais. Dentre as espécies do género, a B. indica é a
espécie mais comumente encontrada e foi isolada de solos tropicais de todos os continentes e,
por vezes a partir de regides nao-tropicais. Esta espécie possui temperatura Otima para
crescimento entre 10 e 35°C e cresce em pH entre 3,0 e 10,0. Possui a capacidade de
degradacdo de compostos aromaticos, como o tolueno e é conhecida a via metabdlica para

degradacdo deste (KENNEDY, 2005; VANCURA, ABD-EL-MALEK; ZAYED, 1964).
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Rizosfera A. arenaria

Figura 16 — Comparacdo morfoldgica entre Beijerinckia e bactéria da Rizosfera da Allagoptera
arenaria ap6s crescimento com tolueno. Foto: Gisely Mendes.
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Bactérias endofiticas

Na cultura mista, contendo bactérias Gram negativas e positivas, somente as bactérias

Gram positivas conseguiram crescer na presenga de tolueno (figura 17).

Figura 17 — Bactérias endofiticas tolerantes ao tolueno. Foto: Gisely Mendes.



58

Nas figuras 18 esta representado o grafico com as curvas de crescimento das bactérias

endofiticas mistas na presenca de tolueno, obtida através de leitura da densidade ética.
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Figura 18 - Curva de crescimento das bactérias endofiticas mistas da Allagoptera arenaria na presenga
de tolueno.

As bactérias endofiticas levaram um tempo maior pra iniciar seu crescimento em
comparacdo com as bactérias da rizosfera, podendo ser mais sensiveis ao poluente. Apds 48
horas de incubagdo, houve crescimento tanto das bactérias submetidas ao crescimento com a
diluicdo 1 (2,5ul/ml), quanto das submetidas com a diluicdo 2 (0,25ul/ml). As bactérias
cultivadas com a menor diluicdo mantiveram um crescimento suave e uniforme. Ja as
cultivadas com a maior dilui¢do tiveram uma queda de crescimento no quarto dia, retomando-
o significantemente no sexto dia de experimento.

Para comprovar que as bactérias Gram negativas nio sdo tolerantes ao tolueno, o
mesmo experimento foi realizado com as bactérias Gram negativas isoladas e ndo ocorreu
crescimento em nenhuma das dilui¢des. Demonstrando que somente as bactérias endofiticas

Gram positivas da Allagoptera arenaria foram tolerantes ao tolueno.
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DISCUSSAO

A preocupacdo com a remediacdo de ambientes poluidos com hidrocarbonetos do
petréleo vem aumentando a medida que cresce o nimero de dreas contaminadas por estes
compostos (JACQUE, 2007). Neste trabalho podemos constatar que as bactérias isoladas da
rizosfera e do tecido da raiz da Allagoptera arenaria, um vegetal tipico das restingas
brasileiras, sdo tolerantes ao tolueno, um hidrocarboneto monoaromético que além de ser um
dos constituintes da gasolina, possui um importante papel na industria (FORSTER;
TANNHAUSER; TANNHAUSER, 1994). Uma vez que sdo tolerantes, estas possuem uma
potencial capacidade de degradar este poluente.

McGuinness e Dowling (2009) em revisdo bibliografica sobre a capacidade de
bactérias associadas a vegetais em degradar compostos organicos presentes no solo, listaram
bactérias rizosféricas capazes de degradar BTEX, como Azospirillum lipoferum spp,
Azospirillum brasilense, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida, associadas a mostarda
branca (Sinapsis alba L.), trigo (Triticum spp.), festuca alta (Festuca arundinacea) e azevém
italiano (Lolium multiflorum). Das bactérias endofiticas, as bactérias capazes de degradar
esses compostos foram Burkholderia cepacia e Pseudomonas sp associadas ao tremoco
amarelo (Lupinus luteus L.) e 4alamo (Populus). Isso fortalece a afirmacdo de MA e
colaboradores (2011) de que associagdes simbidticas entre micro-organismos € plantas podem
desempenhar um papel importante na remediacdo de solos contaminados com produtos
quimicos organicos.

Nos nossos estudos, somente as bactérias Gram positivas se mostraram tolerantes ao
tolueno. A maior sensibilidade ao tolueno pelas bactérias Gram negativas em relacdo as
bactérias Gram positivas pode ser explicada devido a diferenca na espessura da camada de
peptidoglicano da parede celular. As bactérias Gram positivas possuem uma parede espessa e
homogénea ligada diretamente a face externa da membrana plasmadtica, ndo havendo assim
espaco periplasmatico. J4 a parede das bactérias Gram negativas é formada por dois folhetos,
um interno, constituido por uma delgada camada do complexo de peptidoglicano. Este folheto
ndo possui ligacdo com a membrana plasmadtica; e um externo, constituido por lipossacaridios
e lipoproteinas. Os dois folhetos sd@o conectados através de lipoproteinas integradas no folheto
externo e ligadas por ligacdes covalentes aos peptidoglicanos. No folheto externo existem
canais protéicos que facilitam a passagem de dgua e diversos metabdlitos (LAZAROAIE,

2010). O tolueno, por se tratar de um hidrocarboneto soldvel, possivelmente permeia por estes
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canais podendo causar a perturbacio da estabilidade da estrutura da membrana, provocando a
perda da sua funcdo e em ultima anélise, a morte celular

Apesar das bactérias Gram negativas isoladas da Allagoptera arenaria nao se
mostrarem tolerantes ao tolueno, alguns trabalhos nos mostram a potencialidade das bactérias
Gram negativas na biorremediacdo de compostos organicos.

Gouveia e colaboradores em 2003 listam uma grande variedade de bactérias Gram
positivas e Gram negativas isoladas de pocos de petréleo. Estas sdo bactérias produtoras de
biossurfactantes, que auxiliam na emulsificacio do contaminante e consequentemente
facilitam sua retirada e a ac@o de outros micro-organismos no processo de degradacgao.

Em sua pesquisa sobre respostas multiplas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas para mistura de hidrocarbonetos, Lazaroaie (2010) também identificou respostas
satisfatorias quanto a tolerancia tanto para bactérias Gram positivas quanto para as Gram
negativas.

Dentre as bactérias isoladas da rizosfera, uma se assemelha com a Beijerinckia indica
por se tratar de uma bactéria diazotréfica cosmopolita, tipica de solos tropicais, como é
caracterizado o solo de restinga. Esta bactéria possui temperatura 6tima para crescimento
entre 10 e 35°C e pH entre 3,0 e 10,0. Condicoes semelhantes em que as bactérias isoladas da
rizosfera foram submetidas a crescimento no laboratério. Inimeros trabalhos citam a
eficiéncia do género Beijerinckia na degradacdo de hidrocarbonetos do petréleo (THAPA;
KC; GHIMIRE, 2012; JACQUE et al, 2007; REGINATTO; COLLA; THOME, 2011).

Os resultados obtidos neste trabalho nos mostram que as bactérias que foram isoladas
das raizes da Allagoptera arenaria sao tolerantes ao tolueno. O ecossistema de restinga se
mostra fragil pela falta de monitoramento como ferramenta para o controle de contaminagao
do solo. E ao passo que este ecossistema estd suscetivel a contaminacao por hidrocarbonetos
do petréleo, seja pelo transporte de combustiveis, desativacdo de postos de gasolina ou
acidentes em meio maritimo, bactérias, em associacdo com vegetais tipicos desse ambiente,

podem representar uma solu¢do na remediagdo desses locais.
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CONCLUSAO

A rizosfera da Allagoptera arenaria € colonizada por pelo menos 3 espécies de
bactérias Gram positivas. No interior das raizes observou-se pelo menos 3 espécies de
bactérias, onde 2 sdo Gram negativas e 1 Gram positiva. Hd semelhanga morfoldgica entre
bastonetes endofiticos e da rizosfera, supondo que as bactérias que estdo na rizosfera podem
também colonizar o tecido da raiz. Tanto as bactérias endofiticas, quanto as da rizosfera
apresentaram um crescimento satisfatorio a uma temperatura de 25°C. No teste de tolerancia
com o tolueno foi observado que as bactérias endofiticas e da rizosfera foram capazes de
crescer na presenca do poluente, sendo que somente as bactérias endofiticas Gram positivas
sdo tolerantes ao tolueno. Por meio de comparagdes na literatura, uma das bactérias
encontradas na rizosfera da Allagoptera arenaria possivelmente é a Beijerinckia india devido

suas caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho nos mostram a viabilidade da utilizagdo de
vegetais de restinga, associados a bactérias nativas, no processo de remediacdo do solo desses
ambientes. E como continuidade desses estudos, temos como perspectivas futuras:

e Fazer uma caracterizacdo mais detalhada das espécies bacterianas, utilizando, por
exemplo, a técnica do PCR;

e Estudar a associacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) com bactérias no
processo de biorremediacio;

e Observar a capacidade de crescimento das bactérias com outros hidrocarbonetos do
petréleo;

e Verificar o produto de degradagao através de técnicas como cromatografia gasosa;

e Realizar o mesmo trabalho com outros vegetais tipicos de restinga;



62

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, M. Z. M. A biorremediacao como ferramenta para a minimizacao de problemas
ambientais. Piracicaba: Universidade de Sdo Paulo, Escola de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
2003.

ACCIOLY, A. M. A.; SIQUEIRA, J. O. Contaminac¢ao Quimica e Biorremediacao do
Solo. Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo. Lavras: UFLA, p. 299-352, 2000.

ANDRADE. J. A.; AUGUSTO, F.; JARDIM, I. C. S. F. Biorremediacdo de solos
contaminados por petrdleo e seus derivados. Eclética Quimica. v.35, n.3, 2010.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. 21th Edition. Washington, DC: APHA, 2005.

ARAUJO, D. S. D.; PEIXOTO, A. L. 1977. Renovacido da comunidade vegetal de restinga
ap6s uma queimada. Pp. 1-18. In: Trabalhos do XXVI Congresso Nacional de Botanica.
Rio de Janeiro, Academia Brasileira de Ciéncias, 1977.

ARAUIJO, D.S.D. Cabo Frio Region, south-eastern Brazil. In: Davis, S.D.; Heywood, V.H.;
Herrera-MacBryde, O.; Villa-Lobos, J. & Hamilton, A.C. (eds.). Centres of plant diversity:

a guide and strategy for their conservation: The Americas, vol. 3. WWF/IUCN, Oxford.
p. 373-375, 1997.

ARAUJO, D.S.D. Anadlise floristica e fitogeografica das restingas do estado do Rio de
Janeiro. 2000. 176f. Tese (Doutorado em Ecologia), Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro. 2000.

ARAUJO, D.S.D et al. Area de Protecdo Ambiental de Massambaba, Rio de Janeiro:
caracterizacdo fitofisiondmica e floristica. Rodriguésia. v. 60, n. 1, p. 67-96, 2009.

BIGARELLA, J. J.; BECKER, R. D. International Symposium on the Quaternary. Bol.
Paranaense de Geociéncias. v.33. 370 p. 1975.

BRAGA, T. V. S. Associacoes com fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de
nitrogénio em Allagoptera arenaria (GOMES) O. Kuntze na restinga de Marambaia, RJ.
2008. 33f. Monografia (graduacdo em engenharia florestal). Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 2008.

BRASIL, Ministério da Sadde, Portaria 518: Estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu padrao de
potabilidade, e d4 outras providéncias. 2004.

CAMPBELL, R. Plant Microbiology. Edward Arnold: Baltimore, MD.1985.

CHAUDHRY, Q. et al. Environmental Science and Pollution Research. v. 12, p. 34-48,
2005.



63

CUNNINGHAM, S. D.; ANDERSON, T. A.; SHWAB, A. P. Phytoremediation of soils
contaminated with organic pollutants. Advances in Agronomy, v.56, n.56, p.55-114, 1996.

DINARDI, A. L. et al. Fitorremediagdo. III férum de estudos contabeis 2003. Rio Claro,
2003.

FORSTER, L. M. K.; TANNHAUSER, M.; TANNHAUSER, S. L. Toxicologia do tolueno:
aspectos relacionados ao abuso. Rev. Satide Puablica. v.28, n.2, p. 167-172, 1994.

GAYLARDE, C. C.; BELLINASO, M. L.; MANFIO, G. P. Biorremediacdo: aspectos
biolégicos e técnicos da biorremediacdo de xenobidticos. Biotecnologia, ciéncia &
desenvolvimento. s/v. n. 34, p. 36-43, 2005.

HEAD, I. M; JONES, D. M.;. ROLING, W.F.M. Marine microorganisms make a meal of oil.
Nature Review. v. 4, p. 173-182, 2006.

JACQUE, R. J. S.; et al. Biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos
aromadticos policiclicos. Ciéncia Rural. v.37, n.4, p. 1192-1202, 2007.

KATAOKA, A. P. A. G. Biodegradacio de residuo oleoso de refinaria de petréleo por
microorganismos isolados de “landfarming”. 2001. Tese de Doutorado, Instituto de
Biociéncias, Unesp, Rio Claro. 2001.

KENNEDY, C. Genus 1. Beijerinckia Derx 1950a, 145*". Bergeys Manual of Systematic
Bacteriology. v.2. p.-423-432. 2005.

KUIPER, I.; LAGENDIJK E. L.; BLOEMBERG, G. V.; LUGTENBERG, B. J. J. Mol Plant
Microbe Interact v.17, p.6-15, 2004.

KIRK, J. L.; KLIRONOMOS, J. N.; LEE, H.; TREVORS, J. T. The effects of perennial
ryegrass and alfafa on microbial abundance and diversity in petroleum contaminated soil.
Environmental Pollution. v.133, n.3, p.455-465, 2004.

LAZAROAIE, M. M. Multiple responses of gram positive and gram negative bacteria to
mixture of Hydrocarbons. Brazilian Journal of Microbiology. v.41, p.649 — 667. 2010.

MA, Y et al Plant growth promoting rhizobacteria and endophytes accelerate
phytoremediation of metalliferous soils. Biotechnology Advances. v. 29, p. 248-258, 2011.

MARIANO, A. P. Avaliacio do potencial de biorremediacio de solos e de aguas
subterrianeas contaminados com oleo diesel. 2006. 162f. Tese de doutorado, Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro. 2006.

MCGUINNESS, M.; DOWLING, D. Plant-associated bacterial degradation of toxic organic
compounds in soil. International Journal of Environmental Research and Public Health.
v. 6, p. 2226-2247, 2009.

MENEZES, L. F. T., 1996. 89f. Caracterizacio de comunidades vegetais praianas da
restinga da Marambaia, RJ. Tese de mestrado, UFRRJ, Seropédica, 1996.



64

MENEZES, L. F. T.; ARAUJO, D. S. D. Regeneragdo e riqueza da formagdo arbustiva de
Palmae em uma cronosequéncia pds-fogo na Restinga da Marambaia, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil. Acta bot. bras. v.18, n.4, p. 771-780, 2004.

NAHAR, N.; ALAUDDIN. M.; QUILTY; B. Toxic efects of toluene on the growth of
activated sludge bacteria. World Journal of Microbiology & Biotechnology. v.16, p. 307-
311, 2000.

OHSHIRO, T.; IZUMI, Y. Microbial desulfurization of organic sulfur compounds in
petroleum. Biosci Biotechonol Biochem. v.63, p.1-9, 1999.

PAULA, A. M. de; SOARES, C. R. F. S.; SIQUEIRA, J. O. Biomassa, atividade microbiana e
fungos micorrizicos em solo de “landfarming” de residuos petroquimicos. Revista Brasileira
de Engenharia Agricola e Ambiental. v.10, n.2, p.448 — 455, 2006.

PILON-SMITS, E. Environmental cleanup using plants: biotechnological advances and
ecological considerationsAnnual. Front Ecol Environ. v. 4, p. 203-210, 2006.

QUEIROGA, I. V.; SANTOS, C. R. A. dos; CARNEIRO, L. C. Ocorréncia de Coliformes
Totais na Presenga de Cloro com Residual Minimo no Sistema de Distribui¢ao Publico de
Agua Potavel da Cidade de Abadia de Goids. NewsLab. Ed. 83, 2007.

REGINATTO, C.; COLLA, L. M.; THOME, A. Biorremediacdo de residuos oleosos em
solos. Revista CIATEC — UPF. v. 2, p.19-31, 2011.

REIS, R. C. C. Palmeiras (Arecaceae) das Restingas do Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Acta bot. bras. v.20, n. 3, p.501 — 512, 2006.

ROBINSON, B. H.; LEBLANC, M.; PETIT, D.; BROOKS, R.; KIRKMAN, J.; GREGG, P.
The potential of some plant hyperaccumulators for phytoremediation of contaminated soils.
In: International Soil Congress. Montepelier, 1998.

ROCHA-PESSOA, T. C. et al. Species composition of Bromeliaceae and their distribution at
the Massambaba restinga in Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brazil. Braz. J. Biol., v.68, n.2,
p-251-257, maio 2008.

RODRIGUES, D. F. Caracterizacao polifasica da biodiversidade de isolados
degradadores de poluentes xenobidticos na Baixada Santista. 2002. 170f. Dissertacdo de
mestrado. Instituto de Ciéncias Biomédicas. 2002.

SILVA, R. L. B. Contaminacio de pocos rasos no bairro Brisamar, Itaguai, RJ, por
derramamento de gasolina: concentracio de BTEX e avaliacdo da qualidade da agua
consumida pela populacdo. 2002. 182f. Tese de doutorado, Escola Nacional de Sadde
Puablica da Fundacido Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 2002.

SILVEIRA, A. C. da; SPAREMBERGER, R. F. L. A relacao homem e meio ambiente e a
reparacio do dano ambiental: reflexdes sobre a crise ambiental e a teoria do risco na
sociedade. Caxias do Sul: Universidade de Caxias do Sul UCS, 2004.



65

SOUZA, D. A. Possiveis alteracoes no aporte de sedimentos no manguezal do porto do
carro apds a dragagem do Canal de Itajuru e enseada das Palmeiras na Laguna de
Araruama. 2004. 51 f. Dissertacdo, programa de pds-graduacdo em Gestdo Ambiental,
Faculdade da Regido dos Lagos, Cabo Frio, 2004.

SPILBORGHS, M. C. F. Biorremediacao de aquifero contaminado com hidrocarboneto.
1997. Dissertagao de Mestrado, Instituto de Geociéncias, Universidade de Sao Paulo, 1997.

THAPA, B.; KC, A. K.; GHIMIRE, A. A review on bioremediation of petroleum
hydrocarbon contaminants in soil. Journal of Science, Engineering and Technology. v.8, n.
I, p. 164-170, 2012.

TUTIDA, D.; FOGACA, R. Como funciona a contaminaciao dos solos. Disponivel em <
http://ambiente.hsw.uol.com.br/contaminacao-dos-solos1.htm> Acesso em 08 de Julho de
2011.

VANCE, D. B. Phytoremediation: enhancing natural attenuation processes. National
Environmental Journal. v.6, p.30-31, 1996.

VANCURA, V.; ABD-EL-MALEK, Y.; ZAYED, M. N. Azotobacter na Beijerinckia in the
soils and rhizosphere oh plants in Egypt. Micoorganisms in the soil and rhizosphere. 224 —
229, 1965.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDERSON, T. A.; GUTHRIE, E. A.; WALTON, B.T. Environmental Science &
Technology, v. 27, p. 2630-2636, 1993.

ARAUJO, D.S.D. Andlise floristica e fitogeografica das restingas do estado do Rio de
Janeiro. 2000. 176f. Tese (Doutorado em Ecologia), Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro. 2000.

ASSUPCAO, J.; NASCIMENTO, M. T. Estrutura e composicio floristica de quatro
formacdes vegetais de restinga no complexo lagunar Grussai/lquipari, Sdo Jodo da Barra, RJ,
Brasil. Acta bot. Bras.Vol.14(3), pag. 301-315, 2000.

CHAUDHRY, Q. et al. Environmental Science and Pollution Research, v. 12, p. 34-48,
2005.

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolucdo n® 07, 23 de Julho de 1996.
< http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res96/res0796.html> Acesso em 01 Out. 2010.

DINARDI, A. L. et al. Fitorremediagao. III féorum de estudos contabeis 2003. Rio Claro
(SP), 2003.



66

GOMES, A. A. et al. Relagdo entre distribuicdo de nitrogénio e coloniza¢do por bactérias
diazotréficas em cana-de-acicar. Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.40, n.11, p.1105-1113,
nov. 2005.

GOMES, F. H. et al. Solos sob vegetacdo de restinga na Ilha do Cardoso (SP). I -
caracterizacdo e classificacdo. R. Bras. Ci. Solo, v.31, p. 1563-1580, 2007.

HYNES, R. K. et al. Plant-Assisted Degradation of Phenanthrene as Assessed by solid-phase
microextraction (SPME). International Journal of Phytoremediation. v.6, n.3, p. 253-268,
2004.

KUIPER, 1. , LAGENDIJK E. L, BLOEMBERG, G. V & LUGTENBERG, B. J. J. Mol Plant
Microbe Interact v.17, p. 6-15, 2004.

LANNA, A. C et al. Andlise da situagdo da cultura de arroz de terras altas no meio norte do
Mato Grosso. Embrapa. Seropédica, ISSN 1678-9644, doc. 151, 2003.

MA, Y et al. Plant growth promoting rhizobacteria and endophytes accelerate
phytoremediation of metalliferous soils. Biotechnology Advances. v. 29, p. 248-258, 2011.

MARIANO, J. B. Impactos ambientais do refino de petréleo. 2001. 289 f. Disserta¢ao
(Mestrado em Ciéncias e Planejamento Energético), Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2001.

PEREIRA, M. C. A.; CORDEIRO, S. Z.; ARAUJO, D. S. D. Estrutura do estrato herbaceo na
formacdo aberta de Clusia do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, RJ, Brasil. Acta
bot. Brasileira. v. 18(3), p. 677-687, 2004.

PILON-SMITS, E. Environmental cleanup using plants: biotechnological advances and
ecological considerationsAnnual. Front Ecol Environ. v. 4, p. 203-210, 2006.

ROBERTSON, S.J. et al. Biological reviews of the Cambridge Philosophical Society, v.
82, n. 2, p.213-40, 2007.

SCARANO, F. R. Structure, function and floristic relationships of plant communities in
stressful habitats marginal to the Brazilian Atlantic rain forest. Annals of Botany. v. 90, p.
517-524,2002.

VELOSO, H. P.; RANGEL-FILHO, A. L. R.; LIMA, J. C. A. Classificacao da vegetacio
brasileira adaptada em sistema universal. Rio de Janeiro: IBGE 1991. 123p.



