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O petroleo e seus derivados sdo responsaveis por impactos ambientais significativos e a fracdo dos
hidrocarbonetos aromaticos BTEX é amplamente utilizada, mesmo sendo considerada altamente toxica.
Sabendo que &reas com historico de contaminagdo de hidrocarbonetos possuem microrganismos capazes de
sobreviver ao contaminante e que a biodegradagdo pode ser utilizada para minimizar ou remover estes
poluentes do ambiente, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar linhagens bacterianas degradadoras
de hidrocarbonetos do tipo BTEX, provenientes de um solo com histérico de vinte e dois anos de
contaminagdo do setor petroquimico em Triunfo/RS. Para isso foram coletadas amostras de solo em células
de landfarming, com historico de disposi¢do de compostos derivados do petréleo e estas foram preparadas
em trés concentragdes de BTEX (0,5%; 1%; 1,5%) como Unica fonte de carbono. Foram obtidos 122 isolados
e estes foram testados quanto & sua capacidade de biodegradacdo de 5%, 10% e 20% do contaminante, sendo
selecionados onze isolados promissores (linhagens 8, 10, 15, 17, 23, 24, 62, 64, 99, 126 e 128), destacando-
se a linhagem 62 (Pseudomonas sp.) que cresceu em 20% de BTEX. Através do sequenciamento do gene
16S rRNA foi possivel identificar principalmente isolados dos géneros Bacillus (linhagens 8, 10, 15, 17 e
23), Pseudomonas (linhagens 24,62, 64, 99 e 128) e um isolado de Paenibacillus jamilae (linhagem 126).
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Petroleum and its derived products are responsible for significant environmental impacts and BTEX aromatic
hydrocarbons fraction is widely used, although considered highly toxic. It is known that areas with a
hydrocarbon contamination history have microorganisms capable of surviving and that biodegradation can
be used to minimize or remove these pollutants from the environment. The objective of this work was to
isolate and identify BTEX degrading bacterial strains from a soil with a history of twenty-two years of
petrochemical sector contamination in Triunfo/RS. For this, soil samples were collected in landfarming cells,
with a history of petroleum derived products disposition. The samples were prepared with three
concentrations of the BTEX contaminant (0.5%, 1%, 1.5%) as the only carbon source. A total of 122 bacterial
isolates were tested for biodegradability with 5%, 10% and 20% of BTEX contaminant, and eleven promising
strains were selected (8, 10, 15, 17, 23, 24, 62, 64, 99, 126 and 128 strain), where the 62 strain (Pseudomonas
sp.) grew in 20% of BTEX. Through the 16S rRNA gene sequencing was possible to identify mainly isolates
of the Bacillus (8, 10, 15, 17 and 23 strain) and Pseudomonas genus (linhagens 24,62, 64, 99 and 128 strain)

and one strain of Paenibacillus jamilae (126).
Key words: bacteria, biodegradation, petroleum.

1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o aumento populacional e o consequente aumento das atividades
industriais vem contribuindo para o agravamento dos problemas ambientais. A exploracdo, o
transporte e 0 armazenamento do petréleo e de seus derivados podem ocasionar problemas a satde
humana, afetar a qualidade dos recursos hidricos e reduzir a utilizagéo do solo [1]. Em um altimo
levantamento, realizado em julho de 2014, a producdo de petréleo no Brasil alcangou a marca de
2,267 milhGes de barris por dia, tratando-se do maior volume ja registrado pelo pais [2].

Entre as vérias substancias que compdem o petréleo estdo os hidrocarbonetos aromaticos,
principalmente os compostos BTEX, ou seja, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos que séo
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derivados da fragdo monoaromatica do petréleo, que além de serem encontrados na gasolina, sao
amplamente utilizados como matéria-prima para as indudstrias de solvente, pesticidas, plasticos e
fibras sintéticas, representando assim, um contaminante em potencial ao meio ambiente [3]. Os
compostos BTEX sdo mais toxicos que os compostos alifaticos possuindo uma maior mobilidade
em agua, e quando liberados no ambiente podem volatilizar, dissolver e aderir as particulas de solo.
Devido a esta maior solubilidade, principalmente do benzeno, atingem rapidamente o lencol
freatico podendo causar problemas se entrarem na cadeia alimentar, no solo ou em reservatorios de
agua potavel, pois possuem alta toxicidade [4]. Devido a estas caracteristicas, eles sao classificados
como poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA -
Environmental Protection Agency).

Os danos que estes derivados do petréleo causam a sade humana ja sdo conhecidos, devido a
sua toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, sendo que todos os compostos BTEX atuam
como depressores do sistema nervoso central [5]. Devido aos problemas ambientais e de saude
causado pelos componentes aromaéticos, foram desenvolvidos diversos tratamentos fisicos,
quimicos e biolégicos para a minimizacdo destes problemas [4]. Os métodos fisicos mais
comumente utilizados sdo o acondicionamento em aterros e a incineragdo, mas estes métodos
podem gerar residuos tdo ou mais toxicos que o petroleo. Os processos quimicos utilizam resinas e
polimeros, mas contribuem para a perturbacdo do ambiente, enquanto os métodos bioldgicos
apresentam vantagens, tais como, o baixo custo, a possibilidade de realizag&o in situ ou ex situ, a
auséncia de subprodutos poluentes e o baixo impacto ambiental [6].

A biodegradacdo é um método bioldgico em que determinados microrganismos utilizam as
substancias contaminantes como fonte de carbono e energia, agindo assim na quebra destes
compostos organicos. A biorremediagdo é uma técnica biotecnoldgica onde microrganismos
biodegradadores sdo utilizados para a redugdo de impactos causados ao meio ambiente por
contaminantes [7] e por ser uma estratégia ecologicamente vidvel ao transformar compostos
guimicamente complexos em compostos mais simples, vem atraindo muitos estudos a fim de
melhorar a sua aplicabilidade [8]. A remediacdo pode ocorrer de forma completa, transformando o
composto organico poluente em CO,, 4agua e biomassa, sendo esta reacdo chamada de
mineralizag&o [9]. Sabe-se que em ambientes com histérico de contaminagédo, ocorre o aumento da
populacdo bacteriana no local em cerca de 10%, pois a polui¢ao do solo é uma forma de selecionar
as espécies mais adaptadas e com capacidade de degradar e utilizar o contaminante como fonte de
carbono, mas estes microrganismos degradadores podem ser encontrados também em areas que
ndo foram poluidas, porém em menor quantidade [10]

O sucesso da biodegradacao esta relacionado a diversidade metabolica dos microrganismos e as
limitagdes proprias do local, como pH, umidade, temperatura, oxigénio, nutrientes [11], assim
como a concentragdo, o tipo de contaminante da area e a densidade populacional dos
microrganismos degradadores. Por isso a necessidade de conhecer-se a area contaminada para
aperfeicoar as condi¢des para um melhor tratamento, seja este in situ ou ex situ [12]. Além das
condi¢Oes ambientais, o tipo de solo também é importante para que ocorra a biorremediacéo, pois
a textura e a porosidade estdo diretamente ligadas a densidade e a permeabilidade dos gases e da
agua no solo. Os solos argilosos tendem a tornar o contaminante menos disponivel para a
microbiota, pois formam uma ligacdo forte com os radicais deste, retendo através da adsor¢cdo mais
contaminantes que os solos arenosos, que sdo tratados mais facilmente [13].

Sendo o petrdleo constituido por diversos componentes, sdo necessarios consorcios microbianos
para que a biodegradagdo ocorra de forma mais eficiente, possibilitando assim, uma maior
versatilidade metabolica [14]. A degradacdo de compostos organicos estd amplamente descrita na
literatura, sendo a via aerébica a mais comum por possuir uma serie de reacdes [15]. EI-Naas et al.
(2014) [16] descrevem a biodegradacdo dos compostos aromaticos tendo inicio pela atividade
enzimatica de uma mono-oxigenase ou dioxigenase, havendo a adi¢do de um ou dois atomos de
oxigénio no substrato, ou entdo ocorrendo por reagdes denominadas como ndo-especificas e
obtendo-se 0s mesmos produtos das reacBes promovidas pelas oxigenases, ou seja, a oxidacdo da
molécula formando diol seguido da subsequente clivagem do anel, onde o piruvato é um dos
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principais intermediarios desta reagdo, enquanto os produtos majoritarios sdo a biomassa e o
dioxido de carbono.

Sabendo-se que 4areas com histérico de contaminacdo de hidrocarbonetos possuem
microrganismos capazes de sobreviver ao contaminante e que a biodegradacdo pode ser utilizada
para minimizar ou remover estes poluentes do ambiente, o objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar linhagens bacterianas degradadoras de hidrocarbonetos do tipo BTEX, provenientes de
um solo com histérico de vinte e dois anos de contaminacéo do setor petroquimico em Triunfo/RS.

2. MATERIAL E METODOS

Local de coleta

As amostras de solo foram coletadas de células de landfarming localizadas no Sistema
Centralizado de Controle de Residuos Sélidos do Pélo Petroquimico do Sul — SICECORS/
CORSAN, na cidade de Triunfo/RS. O SICECORS apresenta um histérico de aproximadamente
22 anos de disposicdo de residuos solidos com presenca de compostos derivados do petrdleo.
Existem quatro células de landfarming na area de tratamento, que foram desativadas ha 12 anos.
Dois pontos aleatérios em cada uma de duas células desativadas foram escolhidos, totalizando
quatro amostras (1A, 1B, 2A e 2B). O material coletado foi encaminhado para analise no
Laboratério de Microbiologia/Unilasalle, situado em Canoas/RS.

Isolamento das linhagens bacterianas biodegradadoras

O meio de cultura utilizado para o isolamento e crescimento das linhagens bacterianas foi o
meio mineral de Bushhnell- Hass (BH): 1g/L de K;HPO., KH:POs e NH4NOs; 0,2g/L de
MgS0..7H,0; 0,05g/L de FeCl;.2H,0 e 0,02¢/L de CaCl,.2H,0. Para o0 meio solido foi adicionado
15¢/L de agar [17]. Foram preparadas 12 (doze) amostras em erlemeyers contendo 90mL do meio
liquido BH enriquecido com trés concentracdes diferentes do contaminante BTEX: 0.5%, 1% e
1.5%. A maior fracdo da mistura de BTEX utilizada era de Benzeno (56,91%), de acordo com as
medices realizadas previamente pelo SICECORS/CORSAN conforme Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢éo da solugéo de BTEX utilizada.

Composto Concentracio
Benzeno 56,91%m
Cs5- <10%m

C8 aromatico 15,11%m
C9+ aromatico 2,87 %m
Tolueno 24.97%m
Nao aromaticos 1441 ppm

Foram adicionados 10g do solo coletado no landfarming em cada uma das doze amostras e ap6s
este procedimento foram realizadas diluigdes seriadas até 10 das quais foram retiradas aliquotas
de 0,1mL e inoculadas em triplicatas nos meios de cultura &gar BH + BTEX (0.5%, 1% e 1.5%)
para a contagem, o isolamento e a selecdo de col6nias bacterianas biodegradadoras. As coldnias
foram selecionadas aleatoriamente, sendo repicadas para o0 meio liquido King-B (20g/L de peptona
bacterioldgica; 1,15g/L de KoHPO.; 1,5¢/L de MgSOa.. 7H.0; 15g/L de glicerol [18] e estas foram
incubadas a 30°C por até 48 horas [17].

Teste de crescimento na presenca de diferentes concentracgdes do contaminante dos isolados
bacterianos obtidos

Todos os isolados bacterianos foram repicados em tubos fechados contendo meio BH com trés
diferentes concentra¢Ges do contaminante BTEX: 5%, 10% e 20%. Os isolados que obtiveram
crescimento nas concentracbes de 10% de BTEX foram selecionados e caracterizados pela
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coloragdo de Gram para a analise preliminar morfologica, verificagdo da pureza e foram repicados
para 0 meio Agar Triptona de Soja (TSA) e em glicerol 20% para estocagem a -20°C.

Extracdo de DNA

O DNA total dos isolados foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio com modificacfes [19]
no Laboratério de Microbiologia Agricola do DDPA/SEAPI. As células previamente crescidas
tiveram uma aliquota de 1,5mL do meio de cultura centrifugado por 3 minutos a 9.660g rpm. Apds
o0 descarte do sobrenadante, foi adicionado ao precipitado 700uL de TES (10mL/L de Tris 1M pH
8; 50mL/L de EDTA 0,5M pH 8 e 30mL/L de NaCl 5M), e novamente centrifugados por 5 min a
9.660g. O sobrenadante foi descartado e entéo adicionado 500puL de TE1 (10mL/L de Tris 1M pH
8 ¢ 50mL/L de EDTA 0,5M pH 8) e 25uL de lisozima e entdo incubado a 37°C por 1 hora. Apo6s
as amostras esfriarem a temperatura ambiente, foi adicionado 108uL de dodecil sulfato de sédio
20% (SDS) quente e 19uL de proteinase K e entdo incubado a 60°C por 15 minutos. Foi adicionado
200uL de acetato de amdnia 7,5M e acondicionado no gelo por 15 minutos. As amostras foram
novamente centrifugadas por 10 minutos a 9.660g. O sobrenadante foi transferido para novo tubo
e adicionado 1 volume de cloroférmio, e novamente centrifugado por 5 minutos a 9.660g. Foram
adicionados 8uL de cloreto de sodio 5M e 0,6 volumes de isopropanol gelado, mantido no gelo por
10 minutos e apés centrifugado por 15 minutos a 9.660g. ApGs as amostras secarem em temperatura
ambiente o precipitado foi resuspendido em 30 uL de TE2 (10mL/L de Tris 1M pH 8 e 2mL/L de
EDTA 0,5M pH 8).

Amplificacéo parcial do gene 16S rRNA

Os isolados mais promissores nos testes de biodegradacdo foram identificados através de
sequencias parciais do gene 16S rRNA (1400 pares de bases) utilizando os oligonucleotideos
iniciadores BacPaeF (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG3’) [20]e Bac1542R (5 AGA AAG
GAG GTG ATC CAG CC3’) [21]. A reagdo de amplificagdo continha os seguintes reagentes: 1 pL
de DNA molde; 2,5 pL do tampé&o da Tag DNA polimerase 10x; 0,25 pL de uma solu¢do com 0,15
mmol L-1 de cada DNTP; 1,5 pL de MgCI2 50 mmol L-1; 1,25 pL de cada oligonucleotideo 10
mmol L-1; 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e dgua ultra pura estéril para o volume final
de 25 pL. As reagdes foram realizadas com um ciclo inicial de desnatura¢do a 94°C por 5 min,
seguido por 37 ciclos de amplificacdo, sendo cada ciclo composto por: 1 fase de desnaturagéo de 1
min a 94°C, 1 fase de anelamento de 1 min a 50° e uma fase de extensdo de 1 min 10 segundos a
72°C. A extensdo final teve um ciclo a 72°C por 5 min. As reacGes foram realizadas em um
termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystem). Os produtos de amplificagdo foram corados com
blue green e visualizados em gel de agarose 1%. Foi utilizado o marcador molecular 1 Kb plus
DNA ladder (Invitrogen). Os fragmentos obtidos foram sequenciados em uma orientagdo no
laboratério ACTGene do Centro de Biotecnologia, UFRGS e ap6s foram comparados com as
sequéncias disponiveis no banco de dados através do programa BLASTN (National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As sequéncias dos 11 isolados
bacterianos promissores nos testes de biodegradacdo obtidos neste estudo foram depositadas no
banco de dados com os nimeros de acesso KY411881 a KY411891.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento das linhagens bacterianas biodegradadoras

A partir do crescimento em placas com agar BH adicionado das diferentes concentracdes de
BTEX (0.5%, 1% e 1.5%), foi selecionado aleatoriamente um isolado de cada placa e de cada
diluicdo, totalizando 122 isolados bacterianos.

Devido ao surgimento de muitas col6nias bacterianas biodegradadoras nas placas com as
concentracdes de 0.5%, 1% e 1.5%, estes isolados foram submetidos ao crescimento no meio BH
liquido com maiores concentragdes de BTEX: 5%, 10% e 20%. De acordo com os resultados, 110
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isolados apresentaram crescimento na concentracdo de BTEX 5%, ou seja, 90,2% dos isolados
(Figura 1), e estes foram entdo testados em uma concentracdo maior com 10% BTEX, onde 11
isolados (codificados como 8, 10, 15, 17, 23, 24, 62, 64, 99, 126 e 128) apresentaram crescimento
satisfatorio, o que representa 10,1% dos isolados (Figura 2). Estes foram testados com 20% do
contaminante, onde apenas um isolado bacteriano apresentou crescimento consideravel, a linhagem
62. Com isso pode-se inferir que os isolados selecionados s&o bons biodegradadores. E possivel
identificar que na célula 1, os isolados selecionados foram mais resistentes ao aumento de
concentragdo do BTEX, principalmente quando expostos a 10% do contaminante (Figura 2).

100%  229% 86,3%
80% -
M cresceram
60% -
nao cresceram
40% - :
M pouco crescimento
20% - 7,0% 13,7%
0% T f
celulal celula 2

Figura 1. Percentual dos isolados bacterianos que apresentaram crescimento em 5% do contaminante
BTEX.
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Figura 2. Percentual dos isolados bacterianos que apresentaram crescimento em 10% do contaminante
BTEX.

Contagem dos isolados bacterianos heterotroéficos biodegradadores

A contagem microbiana foi realizada a fim de avaliar a quantidade de bactérias heterotréficas
biodegradadoras de hidrocarbonetos BTEX que ocorrem naturalmente no solo das células de
landfarming do SICECORS, sendo estas com histérico de 22 anos de contaminacao. Os parametros
tipicamente medidos em testes laboratoriais de eficiéncia da biodegradag&o, entre outros, incluem
a contagem de microrganismos heterotroficos totais e a contagem de microrganismos degradadores
de um ou de varios substratos especificos [22, 23].

De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que em algumas amostras e em algumas
concentracbes de BTEX, a contagem da UFC/g foi superior a 3x10° na amostra bruta,
principalmente na célula 2. Isso indica que existe uma maior concentragdo de bactérias
biodegradadoras nesta célula e que os microrganismos utilizaram os compostos BTEX nas
diferentes concentragdes como unica fonte de carbono. Nas concentragdes menores de BTEX (0.5%
e 1%) houve um menor crescimento de col6nias comparando-se com a concentragdo maior de 1.5%,
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principalmente na célula 1. Sugere-se que isso aconteca devido a maior concentracdo de BTEX
(1,5%), onde uma maior concentra¢do de carbono estaria disponivel para 0s microrganismos,
principalmente na célula 2 onde foram encontrados resultados superiores a 3.0 x 10° UFC/g. Da
mesma forma como foi relatado no estudo de Cruz (2013) [24] ao comparar 0 crescimento das
células microbianas em amostras com contaminacdo de biodiesel, diesel e petréleo com uma
amostra controle (sem contaminantes), onde a amostra controle teve um crescimento menor de
coldnias, também pela disponibilidade de carbono.

Tabela 2. Contagem de UFC/g de isolados bacterianos degradadores de BTEX nas diferentes células de
landfarming amostradas.

Amostras
Concentracao Célula 1 Célula 1 Célula 2 Célula 2
de BTEX Amostra A Amostra B Amostra A Amostra B
0,5% 8,9 x 10° >3x10° 1,7 x 108 2,5x 108
1,0% 8,9 x 10? 8,4 x 102 >3 x10° >3 x108
1,5% >3x10° >3x10° >3 x10° >3 x10°

De acordo com Townsend et al. (2007) [25] a presenca de uma grande populacdo de
microrganismos heterotréficos totais ndo apresenta necessariamente correlacdo direta com a
biodegradacéao, porém, no caso deste estudo o composto contaminante estava presente no meio de
cultura como a Unica fonte de carbono disponivel e isso refletiu nos resultados, onde foi obtida uma
grande concentracdo de coldnias bacterianas que podem ser biodegradadoras do contaminante ou
de isolados que cresceram com os metabdlitos gerados pelos isolados biodegradadores de BTEX.
A quantificacdo da fracdo da comunidade que degrada o residuo de interesse tem sido utilizada
como um dos métodos mais comuns para 0 monitoramento de poluicdo ambiental com
hidrocarbonetos [26]. Mesmo com os resultados de contagem de UFC/g elevados sabe-se que esses
métodos sdo seletivos, e apenas detectam parte da populagcdo com determinadas caracteristicas
bioguimicas e formas de crescimento, o que pode limitar consideragfes mais generalizadas a
respeito do impacto da contaminagdo sobre esses microrganismos no solo [27]. O ndmero de
bactérias presentes no solo também varia de acordo com diversos fatores que influenciam no seu
crescimento, sendo que as maiores concentragdes encontram-se nos horizontes de superficie, por
serem mais favoraveis as condi¢Ges de temperatura, aeragdo, umidade e nutricdo [28]. Bisognin
(2012) [29] destaca que a contagem de microrganismos ndo é uma medida direta das atividades
desses organismos no solo, e sim, um indicativo de viabilidade e/ou potencialidade microbiolégica
de degradagdo de compostos presentes em ambientes contaminados, ja que a proliferacdo de
microrganismos e a consequente degradagdo de hidrocarbonetos dependem dos inimeros fatores
citados anteriormente e este trabalho foi somente uma triagem preliminar.

Caracterizagdo e identificacdo dos isolados promissores em biodegradar compostos BTEX

Foram selecionados onze isolados bacterianos que foram o0s mais promissores nos testes de
biodegradacéo: 8, 10, 15, 17, 23, 24, 62, 64, 99, 126 e 128, utilizando como Unica fonte de carbono
elevadas concentragdes de BTEX. Estes foram submetidos a coloracdo de Gram, onde cinco
isolados foram caracterizados como bacilos Gram negativos e seis isolados como bacilos Gram
positivos.

As bactérias Gram negativas sdo mais tolerantes a elevadas concentragbes de compostos
lipofilicos, como o BTEX, do que as Gram positivas [30]. Estudos reportam que a maioria das
bactérias isoladas de areas com histérico de contaminagdo por 6leo ou sub-produtos sdo Gram-
negativas, sugerindo que a caracteristica da parede celular contribua para a sobrevivéncia das
populagdes nesses ambientes de estresse, pois nestas bactérias a parede celular é composta de duas
camadas: uma interna de peptideoglicano e uma membrana externa composta de
lipopolissacarideos e proteinas, com estrutura semelhante a da membrana plasmatica. Essa
bicamada das células Gram negativas confere uma maior prote¢do contra agentes agressores, que
terdo maior dificuldade em penetrar no interior da célula [31]. Assim como neste estudo, Reschke
(2012) [32] ao estudar processos envolvidos com a recuperacdo de areas degradadas por
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hidrocarbonetos, testando diferentes concentracées de diesel, encontrou no total dos ensaios 81,8%
bactérias Gram negativas, 4,5% de bactérias Gram positivas e 13,7% de fungos. Andrade (2008)
[33] teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradacao da gasolina por bactérias provenientes
da microbiota existente num biofiltro de tratamento de vapores de solos contaminados com
combustiveis e encontrou uma dominancia das bactérias Gram-negativas que representaram 86%
dos isolados observados e apenas um isolado apresentou-se como Gram-positivo. O trabalho
realizado por Schultz (2010) [34] isolou microrganismos com habilidade para degradar diesel e
biodiesel de um solo contaminado com hidrocarbonetos. Foram isoladas oito espécies bacterianas,
todas caracterizadas como bacilos Gram negativos.

Dos onze isolados bacterianos promissores, foram identificadas principalmente bactérias dos
géneros Bacillus sp. e Pseudomonas sp. a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA, como
consta na Tabela 3. O mesmo foi reportado por Roy et al. (2014) [35], onde a maior parte das
bactérias encontradas em locais contaminados com petroleo na India pertenciam aos géneros
Bacillus sp., Pseudomonas sp. € Paenibacillus sp.

Tabela 3. Identificagcdo do género e/ou espécie dos isolados bacterianos degradadores de BTEX.

Codificacgéo do

Isolado Bacteriano |dentificacdo

8 Bacillus sp.

10 Bacillus thuringiensis
15 Bacillus thuringiensis
17 Bacillus vanillea
23 Bacillus sp.

24 Pseudomonas sp.
62 Pseudomonas sp.
64 Pseudomonas sp.
99 Pseudomonas sp.
126 Paenibacillus jamilae
128 Pseudomonas sp.

Desde a década de 1950, vem sendo isoladas bactérias degradadoras dos compostos BTEX,
pertencentes principalmente aos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium,
Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas, Paracoccus,
Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, Bacillus, entre outros [36, 1, 37, 29, 35]. Dentre as
bactérias, o0 género Pseudomonas é o género mais citado, como agente metabolizador de petréleo e
seus derivados, pois sdo capazes de degradar petr6leo para suas necessidades de carbono e energia,
na presenca de oxigénio, metabolizam dois carbonos de cada vez de uma molécula grande de
petréleo [38].

Segundo Teixeira (2007) [37], a partir do isolamento e caracterizacdo de microrganismos
capazes de degradar compostos BTEX, C9 e etanol, de solo com histérico de contaminacdo de
residuos petroquimicos foram escolhidos cinco isolados que apresentaram maior crescimento, onde
0 género predominante foi Pseudomonas. Uma cepa bacteriana da espécie Pseudomonas putida,
foi a primeira a ser geneticamente construida e patenteada para a finalidade de biodegradacéo. P.
putida apresenta a capacidade de metabolizar quatro hidrocarbonetos de petréleo bruto: canfora,
octano, xileno e naftaleno [39]. J& Otenio et al. (2005) [40], estudaram a atividade degradadora da
espécie Pseudomona putida CCMI 852, que mostrou-se eficiente em degradar tolueno e xileno.
Esses resultados devem-se a adaptabilidade do género Pseudomonas a diversos substratos.

Morales (2008) [41] a partir de uma amostra de landfarming do SICECORS - Triunfo e a partir
de uma caixa separadora agua-gasolina de um posto de combustivel de Porto Alegre, isolou 183
microrganismos e avaliou a producdo de biossurfactantes e a degradacéo do etanol e fragdo BTX,
presentes na gasolina comercial e gasolina pura, com benzeno, tolueno e xileno. Foram escolhidos
quatro isolados que apresentaram produc&o de biossurfactantes que corresponderam a uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. e também foram identificados dois isolados que
mostraram-se bons degradadores de BTEX, pertencentes a espécie Burkholderia vietnamiensis.
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Dorr (2008) [42] utilizou quinze estirpes escolhidas pela capacidade de crescimento na presenca
do substrato em que foram enriquecidos (benzeno, tolueno, etilbenzeno ou xilenos). Foi possivel
identificar, dentre os organismos analisados, as espécies Stenotrophonas maltophilia, Serratia
marcescens, Burkholderia cepacia, Enterobacter sp., Bacillus cereus, Bacillus tropicalis e uma
bactéria ndo cultivavel. Lima (2005) [43] ao avaliar biodegradacdo dos isdmeros de xileno em
cultura pura identificou a espécie Bacillus megaterium, a partir de 40 linhagens previamente
conhecidas, como a mais promissora, sendo capaz de degradar isdmeros de xileno, isolados ou
misturados, o que demonstra um favorecimento na sua utilizagdo em processos de biorremediacdo
de ambientes poluidos por este petroderivado. A predominancia de Bacillus sp. sugere sua grande
adaptacdo a ambientes contaminados em funcdo do seu excelente potencial de biodegradacdo de
hidrocarbonetos.

Kronbauer (2014) [44] testou consdrcios microbianos em solo sem historico de contaminacao.
O solo estéril foi contaminado em laboratdrio com 1,5% de 6leo diesel e a partir desse ponto foram
adicionados os consorcios microbianos, identificados como C1 composto por trés bactérias, B.
licheniformis, B. subtilis e B. pumilus e consércio C2 composto pelas mesmas trés bactérias e mais
o fungo Aspergillus fumigatus. Os consorcios C1 e C2 mostraram boa capacidade de degradacao
dos BTEX, degradando mais de 95% desses compostos num periodo de 45 dias.

Segundo Arafa (2003) [45], a partir de trés amostras de solo contaminado no leste da Arabia
Saudita foram isolados e selecionados microrganismos que obtiveram crescimento em meio
mineral enriquecido com BTEX para compor um consdrcio. Foram isolados onze microrganismos
de acordo com diferencas morfoldgicas e identificados como Paenibacillus pabuli,
Micromonospora spp., Proteus mirabilis, Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophillus,
Bacillus pallidus, Bacillus smithii e Klebsiella pneumoniae.

Obuekwe et al. (2009) [46], a partir de 30 amostras de solo coletados em varios sitios
contaminados com hidrocarbonetos no Kuwait, foram isolados 46 microrganismos capazes de
crescer em meio mineral com incremento de petréleo cru como Unica fonte de carbono, destes, 79%
foram caracterizados como Gram positivos, e identificados como Bacillus sp. (93%) e
Paenibacillus sp. (7%), ja os isolados Gram negativos foram identificados como pertencentes aos
géneros Acinetobacter, Alcaligenes, Klebsiella, Burkholderia, Pseudomonas e Williamsia. Os
testes de degradacdo demonstraram que o género Paenibacillus sp. foi capaz de degradar 74% do
petréleo cru, Pseudomonas sp. 70% e Bacillus sp. variou a capacidade de degradagdo de acordo
com a espécie, sendo que os melhores degradadores foram B. cereus com 85,6 % de degradacéo,
enguanto que B. licheniformis degradou 10,7%.

A identificacdo de isolados bacterianos degradadores de BTEX evidencia pela bibliografia
revisada que as bactérias mais identificadas que possuem esta caracteristica sdo dos géneros
Bacillus e Pseudomonas, o que corrobora com os resultados deste estudo.

4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que mesmo ap6s 12 anos sem receber residuos
contaminados com derivados de petréleo, a microbiota local ainda é capaz de degradar tais
contaminantes. Foram selecionadas linhagens bacterianas com habilidade de tolerar diferentes
concentragdes do BTEX, utilizando-o como Unica fonte de carbono e energia. Dentre os onze
isolados bacterianos selecionados (linhagens 8, 10, 15, 17, 23, 24, 62, 64, 99, 126 e 128) pode-se
destacar o isolado 62, identificado como Pseudomonas sp., pois este foi 0 Unico que cresceu
satisfatoriamente em 20% de BTEX. Dentre aqueles que cresceram com 10% do contaminante
como fonte de carbono, foi possivel identificar géneros importantes na degradagdo de
hidrocarbonetos aromaticos, tais como Pseudomas sp., Bacillus sp. e a espécie Paenibacillus
jamilae. Com isso observa-se a importéncia da identificagdo de microrganismos com potencial de
degradacdo, principalmente de compostos contaminantes derivados do petroleo. Atraves deste
conhecimento, pode-se formular técnicas para que a biorremediacéo traga resultados satisfatorios,
possibilitando assim, uma utilizacdo correta do microrganismo de acordo com as condi¢des
especificas de cada local e de cada contaminante presente.
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