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RESUMO

MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE PETROLEO ISOLADOS DE
SOLOS RIZOSFERICOS DA PROVINCIA PETROLIFERA DE URUCU, COARI, AMAZONAS.
Universidade do Estado do Amazonas. Rua Carvalho Leal, N° 1777 CEP: 69055-001. Manaus 1
AM, RIBEIRO-LIMA, Dannielle, C. & OLIVEIRA, Luis A. dannielle.cordeiro@gmail.com.
Palavras chaves: biodegradacgéo, ecologia microbiana, petréleo. Fonte financiadora: CNPq.

As atividades relacionadas a exploracao do petréleo vém trazendo grande preocupacao
devido aos riscos de derrames acidentais. Na Provincia Petrolifera de Urucu vem sendo
realizadas atividades de exploragcdo e producdo de petrdleo e gas natural. O petréleo de Urucu
é transportado dos pocos para a planta central através de um oleoduto construido em 1997. Ao
longo do tempo o oleoduto pode apresentar desgaste, podendo ocorrer vazamentos e possiveis
contaminagfes no ambiente. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a ocorréncia de
microrganismos com potencial de degradar o petréleo na rizosfera de plantas ao redor de
oleodutos dentro da Base de Operaces Geologo Pedro de Moura. Foram realizadas quatro
coletas de solos rizosféricos em duas épocas diferentes, sendo obtidas de plantas ao redor do
oleoduto, duas espécies de gramineas (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), uma
leguminosa (Mucuna pruriens) e um lacre (Vismia guianensis). Entre as quatro espécies
coletadas ao redor de oleodutos na BOGPM, a B. decumbens apresentou a maior ocorréncia de
microrganismos degradadores de petréleo. A maior concentracdo de UFC de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras ocorreram no periodo seco. No periodo chuvoso e tratamento
enriquecido, a maior concentracdo de UFC de bactérias ocorreu em B. humidicola e de fungos
filamentosos e leveduras em M. prurinens. No periodo seco e tratamento enriquecido, a maior
concentracdo de UFC de bactérias ocorreu em B. decumbens, de fungos filamentosos em M.
pruriens e leveduras em B. decumbens. A presenca de microrganismos capazes de biodegradar
o0 petréleo no teste com DCPIP indicaram que 61,32% possuem capacidade de degradacéo do
petr6leo em um prazo de 120 horas (5 dias), e num periodo maior que 120 horas, foi constatado
gue 83% dos microrganismos isolados possuem essa capacidade. Esses resultados permitiram
mostrar que 0s microrganismos associados as rizosferas das espécies estudadas apresentam
capacidade em usar o petrdleo como fonte de carbono, indicando que apresentam potencial
para degradarem o petrdleo caso ocorra uma contaminagdo por esse produto na regido

amazonica.
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ABSTRACT

PETROLEUM DEGRADING MICROORGANISMS ISOLATED FROM
RHIZOSPHERE SOILS OF ANNATTO OIL PROVINCE, COARI, AMAZON. Universidade do
Estado do Amazonas. Rua Carvalho Leal, No. 1777 CEP: 69055-001. Manaus - AM, RIBEIRO-
LIMA, Dannielle, C. & OLIVEIRA, Luis A. dannielle.cordeiro@gmail.com. Key words:
biodegradation, microbial ecology, oil. Financial support: CNPq

The activities related to petroleum exploration have brought great concern given the risks
of accidental spills. Province Urucu Oil is being held exploration and production of oil and natural
gas. The olil is transported from Urucu wells for the central plant via a pipeline built in 1997. Over
time the pipeline can wear out, and there may be leaks and possible contamination in the
environment. The aim of this study was to evaluate the occurrence of microorganisms with
potential to degrade oil in the rhizosphere of plants around pipelines in Base Operations
Geologist Pedro de Moura. Four samples were taken from rhizosphere soil at two different times
are obtained from plants around the pipeline, two grass species (Brachiaria humidicola
Brachiaria decumbens), a legume (Mucuna pruriens) and a seal (Vismia guianensis). Among the
four species collected around pipelines in BOGPM, B. decumbens had the highest occurrence of
oil degrading microorganisms. The highest concentration of CFU of bacteria, fungi and yeasts
occurred in the dry season. In the rainy season and enriched treatment, the highest
concentration of CFU of bacteria occurred in B. humidicola and filamentous fungi and yeasts in
M. prurinens. In the dry period and enriched treatment, the highest concentration of CFU of
bacteria occurred in B. decumbens, filamentous fungi in M. pruriens and yeast in B. decumbens.
The presence of microorganisms capable of biodegrading the oil in DCPIP test indicated that
61.32% are capable of degradation of oil in a period of 120 hours (5 days), and in greater than
120 hours, it was found that 83% of microorganisms isolated have this capability. These results
allowed to show that microorganisms associated with rhizosphere of species have the capacity
to use oil as a carbon source, indicating which have the potential to degrade oil in the event of a

contamination by this product at Amazon.



INTRODUCAO

Na Provincia Petrolifera de Urucu i Coari/AM vem sendo realizada atividades de
exploracao e producao de petréleo e gas natural desde 1986 pela Petrobras S.A.. O petréleo
de Urucu é transportado dos pocos para a planta central (Polo Arara) através de oleodutos
(linhas de surgéncias) construidos em 1997. Para facilitar os trabalhos de manutencao
desses dutos, a Petrobras mantém uma faixa de ambos os lados desses dutos com uma
vegetacgao rasteira, composta de gramineas como duas espécies de braquiaria (Brachiaria
humidicola, Brachiaria decumbens), uma leguminosa de ocorréncia esporadica (Mucuna
pruriens) e o lacre (Vismia guianensis), sendo este, um componente de plantas invasoras
pioneiras que ocorrem espontaneamente na regiao.

Ao longo do tempo, o oleoduto pode apresentar desgaste, podendo ocorrer
vazamentos e contaminagfes no ambiente. No sistema radicular das plantas ocorre uma
diversidade elevada de microrganismos, principalmente bactérias, que usam os exsudatos
radiculares para crescerem e colonizarem as raizes. Esses microrganismos, classificados
genericamente de Arizosf ®ricoso, apresentam met at
de carbono, podendo, inclusive, serem usados para a biorremediacdo de ambientes
contaminados com petréleo. Plantas que mantém altas populacbes de microrganismos
degradadores de petréleo sdo desejaveis ao longo dessas linhas de surgéncias, como forma
de prevencédo para o caso de ocorrer futuros vazamentos.

N&o h& pesquisas voltadas para a identificacdo e quantificacdo da presenca desses
microrganismos nas rizosferas das quatro espécies, como forma de validar ou ndo a
contribuicdo de suas rizosferas para possiveis tratamentos de derramamentos de petréleo
ao longo do oleoduto. Desse modo, a presente pesquisa traz como objetivo, a proposta de
determinar a existéncia de microrganismos do solo da rizosfera das quatro espécies de
plantas ao redor do oleoduto com potencialidade de degradar o petroleo e saber em qual
solo rizosférico coletado ha maior ocorréncia de microrganismos degradadores de petroleo

em dois regimes climaticos (seco e chuvoso).



1 OBJETIVOS

1.1 GERAL

Avaliar a ocorréncia de microrganismos com potencial de degradar o petréleo na
rizosfera de plantas ao redor de oleodutos dentro da Base de Operacdes Gedlogo Pedro de
Moura (BOGPM), Coari, Amazonas.

1.2 ESPECIFICOS

A Determinar em qual rizosfera de planta coletada ao redor de oleodutos na BOGPM
h& maior ocorréncia de microrganismos degradadores de petréleo;

A Isolar e selecionar microrganismos dessas rizosferas de plantas com capacidade em
degradar o petréleo;

A Avaliar a capacidade de degradacéo de petrdleo pelos microrganismos selecionados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO

Os primeiros registros historicos do uso do petréleo datam dos primérdios da
civilizagdo para fins bélicos, medicinais, de pavimentacdo de estradas e de
impermeabilizacdo. Em 1859 foi perfurado no oeste da Pensylvania - EUA, o primeiro pogo
com 20 m de profundidade, utilizando uma maquina perfuratriz para a procura do petréleo.
Contudo, somente apos a invencdo dos motores de combustdo a gasolina e a diesel que
ocorreu a grande revolucao do petréleo.

No século XIX, iniciou-se o interesse pela pesquisa do petréleo no Brasil, quando até
entdo era usado quase que exclusivamente para iluminagédo. Desde o tempo do Império até
a criacdo da PETROBRAS, em 1953, a pesquisa de 6leo estava franqueada a qualquer
grupo privado nacional ou estrangeiro. No século XX, o petroleo transformou-se
rapidamente em recurso de importancia essencial para o desenvolvimento econdmico e a
seguranca do pais (PACHECO, 2003).

O petroleo é a principal fonte de energia do planeta, seguida pelo carvdo mineral e
pelo gas natural. O consumo de energia no mundo cresce cerca de 2% ao ano e devera
dobrar em 30 anos se permanecerem as tendéncias atuais (NICOLOTTI e EGLI, 1998;
GOLDEMBERG, 2000). No Brasil, 47,2% da energia consumida no pais em 2009 foi gerada
por fontes renovaveis principalmente hidrelétricas e combustiveis vegetais, ja as fontes nao
renovaveis como carvao, petréleo e gas representaram 52,8% no mesmo periodo. Entre as
ndo renovaveis, as de maior participacdo foram petroleo e seus derivados (37,8%), gas
natural (37,8%), carvao mineral e seus derivados (4,8%) e uranio e seus derivados (1,4%)
(JORNALVS, 2010).

O petréleo € uma matéria-prima fundamental & vida moderna, sendo o componente
basico de mais de seis mil produtos. Dele se retira a matéria prima para a gasolina,
borrachas, plasticos, o combustivel de aviagéo, os lubrificantes, tecidos sintéticos, tintas e
muitos outros produtos (HARAYAMA et al., 1999; DUARTE, 2006).

Por ser uma das principais fontes de energia utilizada nas Gltimas décadas, as
etapas submetidas no transporte, estocagem e distribuicdo do 6leo cru e de seus derivados
provocam diversos problemas ambientais devido aos riscos de derrames acidentais
(CRAPEZ et al., 2000).



2.2 A INDUSTRIA DO PETROLEO

A historia da industria petrolifera do Brasil se confunde com a criagdo da Petrobras,
em 1953, empresa que alavancou a exploracdo deste recurso natural que se tornaria um
dos termdmetros da politica internacional. Desde seu surgimento descobriu-se petréleo em
diversos estados brasileiros, mas foi na década de Setenta que se encontrou a mais
importante provincia petrolifera: a Bacia de Campos, no estado do Rio de Janeiro
(HISTORIA, 2002; CARVALHO, 2006).

Segundo a ANP, o Brasil ocupa hoje o 17° lugar no ranking de paises com maiores
reservas de petréleo e o 16° lugar no ranking dos maiores produtores de petréleo do mundo,
com 84% da producédo nacional de petrdleo proveniente da Bacia de Campos. Os produtos
finais do refino petréleo (termoplasticos, tensoativos, termoestaveis, elastdmeros, solventes
e fibras sintéticas) ligam & industria petroquimica aos mais distintos setores produtores de
consumo final (GUERRA, 1994; HISTORIA, 2002; PETROBRAS, 2009a).

O segmento de refino, que produz matéria-prima para a industria petroguimica no
Brasil € formado por 13 refinarias. Sao elas: Refinaria de Capuava i Recap (Maua/SP),
Refinaria do Planalto Paulista i Replan (Paulinia/SP), Refinaria Henrique Lage - Revap (Sao
José dos Campos/SP), Refinaria Presidente Bernardes - Rbpc (Cubatdo/SP), Refinaria
Presidente Getulio Vargas - Repar (Araucéaria/PR), Refinaria de Isaac Sabba i Reman
(Manaus/AM), Féabrica de Lubrificantes e Derivados do Nordeste 1 Lubnor (Fortaleza/CE),
Refinaria Landulpho Alves T Rlam (Sao Francisco do Conde/BA), Refinaria Gabriel Passos 1
Regap (Betim/MG), Refinaria Duque de Caxias i Reduc (Duque de Caxias/RJ), Refinaria
Alberto Pasqualini i Refap (Canoas/RS), Refinaria de Petrdleo Ipiranga S.A. T Rpisa (Rio
Grande/RS) e Refinaria de Petréleos de Manguinhos S.A. (Riode Janei r o/ RJ)
2002).

A Petroquimica faz parte da industria quimica organica, estando sua identificacdo
ligada aos hidrocarbonetos. Emprega como matérias-primas o gas natural, gases liquefeitos
de petroleo, gases residuais de refinaria, naftas, querosene, parafinas, residuos de refinagcéo
de petréleo e alguns tipos de petrdleo cru (GUERRA, 1994; TORRES, 1997). Segundo
D6Cvil a (2000) a partir de processos
hidrocarbonetos, existentes no petroleo ou gas, sdo quebradas, recombinadas ou
modi fi cadas, dando origem a uma sS®ri e de
gu2mi caod de o utcalgdista,ide tbédod, pldstecess, pneus, tintas, alimentos,
embalagens etc.

De acordo com Guerra (1994), o desenvolvimento da petroquimica no Brasil pode
ser dividido em trés fases distintas: a primeira fase ocorreu entre 1965 a 1972 quando foi
implantado o pélo de Sdo Paulo que tinha como motivacdo principal a substituicdo de
importagfes. A segunda (1972/1978) associa-se a instalagdo do polo de Camacari e a
crescente participagdo estatal na industria através da Petroquisa e o empenho dos
formuladores da politica industrial em defender o controle nacional da inddstria. A terceira
fase (1972/1982) vincula-se a implantagdo do Pdlo Sul, onde se observou uma maior
preocupacdo com a absorgéo e o desenvolvimento tecnolégico.

2.3 0 PETROLEO

A origem do petréleo é explicada por diversas teorias, tais como a degradacao
termoquimica da matéria organica, a maturacao dos leitos de carvdo e rochas igneas e
metamorficas, por transformagfes mineraldgicas, quimicas e estruturais, essencialmente no
estado sélido, em resposta a marcantes mudancas na temperatura, pressdo, e a
movimentos da crosta terrestre (PINHEIRO, 1996). Conforme a Teoria Organogénica, o
petroleo teria se originado da decomposi¢do de plantas e animais que se depositaram em
amplas quantidades no fundo de mares e lagos, ou ainda em outras depressdes de
terrenos, tendo passado por um processo de compactacdo. Essa massa de detritos
organicos teria sido submetida a altas pressfes e temperaturas ao longo do tempo,
acarretando reacdes quimicas que a transformariam em 6leo e gas (DYKE, 1997).
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A matéria organica presente nas rochas geradoras passa por uma série de
alteracBes térmicas (maturacdo) gerando o petréleo. Contudo, para que ocorra a formacéo
do petréleo, é preciso que a matéria organica se deposite em ambientes com baixa
guantidade de oxigénio, pois em ambiente com abundancia de oxigénio, a biodegradacao
seria completa, levando a formacédo de gas carbénico e agua (TISSOT e WELTER, 1984).

As rochas sedimentares, por serem porosas, quando possuem permeabilidade alta,
formam o conjunto ideal para a ocorréncia de reservatérios de petréleo exploravel
economicamente. O petroleo, por possuir uma densidade média de 0,8, inferior & das rochas
gue compdem o subsolo, tende a migrar para a superficie provocando os classicos casos de
exsudacoes (TISSOT e WELTER, 1984).

O petréleo é considerado uma fonte de energia ndo renovavel, de origem féssil e é a
matéria prima da indastria petrolifera e petroguimica (TISSOT e WELTER, 1984). A geracao
de energia elétrica a partir de derivados de petrdleo ocorre por meio da queima desses
combustiveis em caldeiras, turbinas e motores de combustéo interna.

As principais classes de hidrocarbonetos constituintes do petrdleo sdo os alifaticos e
os ciclicos. Os hidrocarbonetos alifaticos (cadeias carbbnicas com pelo menos duas
extremidades, sem nenhum ciclo ou anel) se dividem em: n-alcanos (séo hidrocarbonetos de
cadeia aberta e saturada que apresenta somente ligacdo simples entre os atomos de
carbono) ou parafinas, alcanos ramificados ou isoprenéides (hidrocarbonetos de cadeia
aberta que apresenta uma ligacdo dupla entre os atomos de carbono) e alcenos
(hidrocarbonetos de cadeia aberta que apresenta uma ligacdo dupla entre os atomos de
carbono). Os hidrocarbonetos ciclicos sdo divididos em ciclos alcanos ou naftenos
(hidrocarbonetos de cadeia fechada e saturada) e aromaticos (hidrocarbonetos de cadeia
fechada que apresentam na sua estrutura um anel com seis atomos de carbono com
ligagcbes duplas alternadas entre eles, esta unidade basica é chamada de benzeno). Os
hidrocarbonetos que possuem dois ou mais anéis sdo denominados hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos i HPA (Figura 1).

Hidrocarbonetos

Alifaticos Ciclicos
Alcanos Alcenos Isoprendides Naftenos Aromaticos
I I 00
H—C=¢— H—¢— (\./| ou

—_C—

Figura 1. Classificacdo dos hidrocarbonetos de petréleo. Adaptado de Bento (2005).

A elevada proporcao de carbono e hidrogénio existente no petréleo mostra que os
hidrocarbonetos sdo seus principais constituintes, podendo chegar a mais de 90% de sua
composicao. Além dos hidrocarbonetos existem outros componentes em menor quantidade,
tais como, enxofre, nitrogénio e oxigénio. HA ainda metais trago como vanadio, niquel,
sodio, calcio, cobre e uranio Entretanto, a predominéncia de hidrocarbonetos no petréleo e
sua composi¢éo variam de acordo com a sua procedéncia (ZILIO e PINTO, 2002; VIEIRA,
2004; BENTO, 2005). A composicdo quimica do petréleo é classificada segundo a natureza



do residuo da destilacdo, pois é praticamente impossivel a determinacdo completa, uma vez
gue, com 0 aquecimento, as moléculas se modificam, cindem-se, alterando a sua
composicao original (LEINZ e AMARAL, 2001).

Segundo Leinz e Amaral (2001), a viscosidade do petroleo depende da composi¢do
primaria do hidrocarboneto predominante (cuja natureza varia muito), por exemplo, quanto
mais antigo e mais profundo for o petréleo, de um modo geral, mais fluido ele se apresenta.
Explica-se este fato pelo quebramento das moléculas, a principio grandes, dando moléculas
menores, gracas ao calor natural da crosta terrestre, que aumenta o grau geotérmico da
regiao.

O petréleo, no seu estado bruto, tem insignificantes aplicacdes, servindo quase que
somente como 6leo combustivel. J& os seus derivados, gerados pelo refino, consistem em
produtos de grande interesse comercial. O refino do petroleo consiste na separacdo em
fracBes pelo processo de destilagdo, com o intuito final de obter derivados (MARIANO, 2001,
AMORIM, 2007). Os principais produtos obtidos a partir do petrdleo s&o os solventes, 6leos
combustiveis, gasolina, diesel, gasolina de aviacdo, lubrificantes, asfalto, plastico, entre
outros.

2.4 RISCOS AMBIENTAIS NAS ATIVIDADES COM PETROLEO

O petroleo, por ser um produto de grande importancia mundial, gerou uma extensiva
exploracdo petrolifera associada a atividade antropica, levando ao acumulo de
hidrocarbonetos a niveis indesejaveis no ambiente. Os riscos ambientais ocorrem desde o
processo de extracdo, transporte, refino, até o consumo, com a producdo de gases
poluentes (derivados da queima de combustiveis fosseis). Isso devido aos graves acidentes
envolvendo navios petroleiros, rupturas de oleodutos, operacdes negligentes de carga e
descarga nos terminais, lavagem de tanques de petréleo com agua do mar, entre outros
(RODRIGUES, 2002).

Desde o acidente do petroleiro Exxon Valdez em 1989, cujo vazamento de 6leo foi
de aproximadamente 40 milhdes de litros, destruindo parte da fauna do Alasca, o mundo
passou a perceber a necessidade de protecdo do meio ambiente. Nesse sentido, foi
realizada uma série de conferéncias internacionais para estabelecer diretrizes & prote¢éo do
meio ambiente como a RIO-92, no Rio de Janeiro, instituindo a Agenda 21, e no Japao em
1997, estabelecendo o Protocolo de Quioto.

Em 2002 ocorreu um grande acidente envolvendo o petréleo, o navio petroleiro
Prestige afundou no litoral da Galicia, noroeste da Espanha apés ter um rombo no casco
liberando 77 mil toneladas de 6éleo, produzindo uma imensa maré negra, que afetou uma
ampla zona compreendida entre o norte de Portugal e as Landas ou Vendée em Franca,
tendo especial incidéncia na Galicia (Figura 2).

Figura 2. Acidente do petroleiro Prestige ocorrido em 2002. Fonte: Google
Imagem (2009).



No Brasil, o caso mais recente e de grande repercussao no pais ocorreu na Baia da
Guanabara, Rio de Janeiro, no ano de 2000, com o vazamento de 1,3 milhdes de litros de
6leo combustivel, causado por rompimento de duto da Refinaria Duque de Caxias - Reduc
(VIEIRA, 2004).

Atualmente um dos acidentes que tomou proporcdes enormes foi o ocorrido dia 20
de Abril deste ano no Golfo do México apés a explosdo da plataforma de perfuracdo
maritima Deepwater Horizon, operada pela Transocean, contratada pela companhia
petrolifera British Petroleum (BP), matando 11 dos 126 trabalhadores presentes na unidade
T esta afundou dois dias depois e 0 vazamento de cinco mil barris de 6leo por dia desde
entdo se espalhou, atingindo os estados da Louisiana, Florida, Alabama e Mississipi. As
primeiras providéncias tomadas para minimizar o dano ambiental causado no local foram a
remocao mecanica e fisico-quimica e a contencdo do material oleoso do ambiente maritimo
(Figura 3).

Figura 3. Deepwater Horizon antes da explosao (a); Exploséo ocorrida no dia 20 de
Abril de 2010 (b). Fonte: Google Imagem (2010).

Quando ocorre o derramamento de 6leo no mar, forma-se uma pelicula na superficie
gue sofre uma série de transformacdes fisicas, quimicas e bioldgicas, que podem contribuir
para alterar as suas propriedades, o seu comportamento e a sua toxicidade (Figura 4).
Dentre as transformacdes estdo envolvidos o espalhamento, a evaporacéo, a emulsificacéo,
a dissolucao, a fotoxidacéo e a biodegradacdo (BOHEM et al., 1982; GARRET et al., 1998).

Evaporagao

Emulsificagdo
l Fotooxidagao

l

Biodegradacgao

Interagao de
\ particulas finas
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Migragao

Dispersao i

& Dissolugédo
Biodegradagao

sedimentacdo

Figura 4. Transformacdes fisicas, quimicas e biol6gicas do derrame do petréleo no
mar. Fonte: Google Imagem (2010).



Todos os processos de intemperizacdo dependem das condi¢des climaticas e do tipo
de petréleo. O tempo e fatores que atuam na intemperizacdo do 6leo sdo demonstrados
esquematicamente na Figura 5. O espalhamento é o processo fisico que ocorre na interface
agua-ar e € caracterizado pela formacdo de um filme superficial. A evaporacdo € a
transferéncia dos hidrocarbonetos da forma liquida para a gasosa. A solubilizacdo ou
dissolucdo ocorre com maior intensidade nas primeiras horas apds o derramamento e tende
a ser mais efetiva para compostos com menor peso molecular, pois sdo mais solluveis do
que as fragbes mais pesadas. A emulsificacdo € caracterizada pela agregacdo e pelo
aumento de peso e volume de partzcul as, f
sedimentacdo do 6leo pode ocorrer pela adsor¢cdo ao material em suspensdo, e com iSso
induz o aumento da densidade especifica, através da evaporacao e dissolugdo. Enquanto
gue a biodegradacdo consiste na degradacdo do petréleo por acdo de microrganismos

(BENTO, 2005).
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Figura 5. Tempo e fatores que agem na intemperizacéo do 6leo. (Bento, 2005, apud
Clarck, 1989).

No solo, a disseminag&o de petrdleo, normalmente é ocasionada por rompimento de
dutos ou problemas na manutenc¢ao de pocos. Produtos de petroleo podem ser retidos pelas
particulas do solo, tanto por infiltracdo e retengdo nos poros como por adsorcao a superficie
das particulas.

As propriedades quimicas e fisicas da parte sélida do solo, incluindo o estado de
hidratacdo, textura e matéria organica, controlam o grau de penetracdo e adsorcao dos
hidrocarbonetos. Conhecer caracteristicas do solo é fundamental para se definir o tipo e a
extensdo da contaminacdo ambiental, assim como determinar estratégias de reducao destes
impactos (ANDRADE, 2004).

De acordo com Lemos et al. (2008), a diferenca chave da biodegradacao de petréleo
em ecossistemas aquaticos e terrestres, ap6s um derramamento de petréleo, relaciona-se
com a movimentacado e distribuicdo de 6leo, bem como com a presenca de particulas no
seio da suspensdo. Cada uma afeta a natureza quimica e fisica do 6leo e, por conseguinte,
a sua susceptibilidade a degradacdo microbiana. O derramamento de 6leo no solo
caracteriza-se por movimentos verticais, e ndo pela propagacao horizontal com a mancha
de petroleo.

A figura 6 mostra o destino de contaminantes organicos no ambiente, as entradas
desses contaminantes n&o ficam confinadas apenas no compartimento ambiental de
exposicao (atmosfera, superficie, ou subsuperficie, no meio aquoso ou solo/sedimento),
podendo seguir ou percolar para outros compartimentos, ficando entdo sujeitos a diversas

or mando



reacoes, podendo incluir volatizacdo, biodegradacdo, transferéncia para organismos,
ligacBes entre as particulas do solo e percolagdo para o lencol freatico (BERGER, 2005;
CHAGAS-SPINELLI, 2007).

volatilizagédo

bioacumulacéo

Processos biologicos
Contaminante > Produto de : MINERALIZACAO
0rganico degradagio CO, e H,O

fisicos e quimicos

imteracdono solo

percolagéio

Figura 6. Esquema do destino de contaminantes organicos no ambiente. Adaptado de
Semple et al. (2001).

Apesar dos esforcos pela criagdo de uma base normativa, na préatica, atividades
como a petrolifera apresentam riscos. No Brasil, ja existem algumas leis que visam orientar
as atuacOes da industria e também impor sanc¢des aquelas que as descumpram. Temos, por
exemplo, a Lei Federal no 9.966/2000, que aborda a prevencdo e combate aos acidentes
ambientais, a resolugdo CONAMA no 293/2001 que estabelece os principios a serem
obedecidos na movimentacao de 06leo, entre outros (WEBER, 2005).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos 1 USEPA (2004),
uma avaliacdo de risco é necessaria para se analisar as informacdes sobre as
concentracdes de substancias toxicas em um local para uma estimativa cientifica detalhada
do risco as pessoas que poderdo ser expostos a estas substancias em um determinado
local. As avaliagbes de risco sdo solicitadas para determinar se os niveis de contetdos
toxicos nos locais onde ocorre a contaminagcdo possuem risco inaceitavel e determinam as
estratégias para a mitigacdo da contaminacao do local que poderdo assegurar a protecéo
total da saide humana e do ambiente.

2.5 MICRORGANISMOS DEGRADADORES DO PETROLEO

A biodegradacdo consiste em um processo onde microrganisSmos possuem a
capacidade de degradar poluentes, transformando estes contaminantes em biomassa e
subprodutos (CHAGAS-SPINELLI, 2007)

Nos processos de biodegradacéo de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aromaticos
por bactérias e fungos, as condi¢cdes aerObias sdo necessérias para as reagbes de
oxidagdo. As biotransformagfes oxidativas de hidrocarbonetos envolvem normalmente as
enzimas chamadas oxigenases, as quais catalisam a insergdo de um (monooxigenases) ou
dois &tomos de oxigénio (dioxigenases) em um ponto especifico da molécula (BUT e LAMB,
1981; SANTO, 2002;).

A identificacdo de microrganismos capazes de consumir petroleo, isto é, de usa-lo
como fonte de carbono para a geracdo de biomassa, foram descritos pela primeira vez na
literatura em 1946, por Claude E. Zobell (1905-1989), um microbiélogo marinho norte-
americano. Zobell verificou que mais de 100 espécies bacterianas representando 30
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géneros diferentes eram capazes de degradar o petroleo (CRAPEZ et al.,, 2002; NUNES,
2006).

Atlas (1986) refere que mais de 70 géneros microbianos sdo capazes de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono. A degradacdo do petréleo, segundo Hamme et al.
(2003), depende da natureza quimica e estado fisico dos compostos existentes, além das
condicbes ambientais: temperatura, nutrientes, salinidade, pressao.

Microrganismos degradadores de petrdleo tém sido encontrados em diversos
habitats como na areia da praia (SANTO, 2002), em solos (CHAGAS-SPINELLI,
MENEGHETTI, 2007), solos contaminados por petréleo (MILLIOLI e SANTOS, 2003), em
margem de Lagoa (SOUZA et al.,2005), na agua do mar (SOUZA e TRIGUIS, 2005) entre
outros. De acordo com Cerniglia (1993) a maioria das bactérias do género Pseudomonas
apresenta importante papel na degradacao de hidrocarbonetos de petréleo. Komagata et al.
(1964) examinaram cerca de 500 espécies de leveduras quanto a habilidade de utilizar
hidrocarbonetos e constatou que 56 espécies possuiam capacidade em degradar, sendo
gue a maioria delas pertencia ao género Candida.

Segundo Morgan e Watkinson (1994), os hidrocarbonetos podem ser metabolizados
por muitos géneros de bactérias, fungos filamentosos e leveduras e até mesmo por algas
unicelulares. Essa habilidade de degradar hidrocarbonetos como substrato ja foi observado
em uma grande variedade de géneros de bactérias (Pseudomonas, Proteus, Bacillus,
Spirilum, Nocardia) e fungos (Penicillum, Cunninghamella, Aspergillus, Syncephalastrum,
Geotrichum). As bactérias constituem os microrganismos mais estudados, dentre os quais
as Pseudomonas foram as primeiras a serem postas em evidéncia em funcdo da sua
capacidade de degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP).

Embora exista uma grande diversidade de microrganismos com potencial de
degradar hidrocarbonetos, a biodegradacdo de um contaminante complexo leva a formacéo
de consadrcios microbianos (culturas mistas) que sao capazes de catalisar uma variedade de
reacbes. As interacdes ocorrem em cometabolismo, onde o subproduto de cada etapa é
fonte de carbono para a outra, contribuindo assim, no aumento de equipamentos
enzimaticos distintos, necessarios para a metabolizagdo completa do poluente (CRAPEZ, et
al., 2002; SANTO, 2002; LEMOS et al., 2008).

2.6 BIORREMEDIACAO

Diversas técnicas fisicas, quimicas e bioldgicas vém sendo desenvolvidas para
remover o petréleo ou reduzir seus efeitos sobre o ecossistema; a biorremediacdo € uma
delas (MILLIOLI e SANTOS, 2003).

Biorremediacao é uma tecnologia ecologicamente aceitavel que utiliza organismos
vivos, principalmente microrganismos, para minimizar ou remover poluentes, tais como
petréleo e produtos petroliferos no ambiente (AUTRY e ELLIS, 1992; BAIRD, 2002;
MOLINA-BARAHONA et al., 2004). Conforme Santos et al. (2007) o tratamento biol6gico, ao
contrario dos processos fisicos e quimicos, é considerado um método seguro, eficiente e
normalmente de menor custo a ser aplicado na remediagdo de solos contaminados por
compostos orgéanicos. O uso da biorremediagdo minimiza o impacto das substancias
recalcitrantes no ambiente, criando condic6es favoraveis ao crescimento e atividade
bacterianas (CRAPEZ et al., 2002).

Gaylarde et al. (2005) descrevem ©biorremedia-«o

organismos vivos, normalmente plantas ou microrganismos, sao utilizados tecnologicamente
para remover ou reduzir poluentes no ambi
ativos e competitivos de biotransformar, remover, degradar ou tornar indcuos o0s
contaminantes organicos. Contudo, em substratos imisciveis em agua, a biorremediacéo é
limitada, devido a dificuldade de seu uso pelos microrganismos (PARASZKIEWICZ et al.,
2002; DAMS, 2007;).

A biorremediacdo inclui estratégias como: a utlizagdo de microrganismos
autoctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de
remediagéo (biorremediagdo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes estimulantes como

ent eo.
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nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a inoculacdo de consorcios
microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2003). A vantagem desses
processos € a mineralizacdo do poluente, obtendo como produto final CO, e 4gua pela via
aeroébica, assim como a formacado de biomassa (CUNHA, 1996; MARIANO, 2006).

Os processos de biorremediacdo podem atuar em condicfes tanto aerébicas como
anaerdbicas. Os tratamentos aerébicos sdo processos oxidativos na medida em que 0s
microrganismos (bactérias e fungos) servem-se dos residuos como fonte de energia.
Comumente as degradacdes mais rdpidas e completas sao obtidas com microrganismos
aerdbios, ainda que, existam muitos compostos organicos que podem ser degradados por
microrganismos anaerébios, como o perclorado hexaclorobenzeno - HCB (BAIRD, 2002).

Os tratamentos de biorremediagdo podem ser feitos in situ, ou seja, no proprio local
de contaminacdo ou ex-situ, que requer a transferéncia do solo para outro local onde o
tratamento seja realizado (PALA, 2002). O sucesso da biorremediacédo quer seja in situ ou
ex situ, estd inteiramente ligado a uma compreensdo abrangente das condi¢ées locais e a
uma avaliacdo cuidadosa da aplicabilidade de uma determinada tecnologia (SANTOS et al.,
2007). A biorremediacdo pode ser empregada em acidentes com derramamento de petroleo,
tratamento de residuos, remocgdo e/ou recuperacao de metais pesados, degradacdo de
compostos quimicos, entre outros.

As raizes das plantas podem estimular a microbiota do solo, a qual pode contribuir
para o aumento da eficiéncia do processo de remediacdo. Walton e Anderson (1990)
sugeriram que a rizosfera (volume de uma fina camada de solo que recebe influéncia das
raizes) pode facilitar a degradagéo microbiana de compostos perigosos no solo. Na rizosfera
essa degradacdo pode ocorrer pela transferéncia adicional de oxigénio do sistema de raizes
ao solo, causando uma melhora da mineralizagdo dos compostos organicos e estimulacéo
da modificagdo co-metabdlica de substancias quimicas (ANDERSON et al., 1993).

De acordo com Baird (2002), para se obter efetividade no uso da técnica de
biorremediacao, devem ser cumpridas varias condicdes:

AOs residuos devem ser suscetiveis a degradacédo biolégica e estar presentes sob
uma forma fisica acessivel para 0os microrganismos.

AOs microrganismos apropriados devem estar disponiveis.

AAs condicbes ambientais 1 tais como pH, temperatura e nivel de oxigénio i devem
ser adequadas.

De acordo com Mariano (2006) algumas condi¢cdes hidrogeoldgicas devem ser
analisadas antes da implementacédo da biorremediacdo como: a permeabilidade do solo e
materiais de subsuperficie, o tipo de solo (devido ao grau de adsor¢cédo de contaminantes e
nutrientes), a profundidade do n2vel dd8&8gua, a ¢
exigidos para o desenvolvimento microbiano), o potencial Redox (concentracéo de O,), o pH
(enzimas requerem um grau de protonacdo e este processo € controlado pelo pH) e a
temperatura (baixa ou alta).

A biorremediacdo de substratos imisciveis em agua é limitada devido a dificuldade
de seu uso pelos microrganismos. Alguns deles, porém, produzem compostos extracelulares
anfipaticos (biossurfactantes), o0os quais apresentam propriedades emulsificantes,
dispersantes e solubilizantes, podendo proporcionar a utilizacdo de substratos hidrofobicos
pelos microrganismos devido ao aumento da interacdo superficial agua/dleo, acelerando a
degradacédo e promovendo a biorremediacdo (BANAT et al., 2000; NITSCHKE e PASTORE,
2002).

2.7 CARACTERISTICAS GERAIS DO SOLO

Os solos sdo corpos naturais que compdem a cobertura pedolégica que reveste as
areas emersas da Terra. Tem seu desenvolvimento em escalas de tempo da ordem de
centenas a milhares de anos. Sua cobertura é constituida por uma camada de material
alterado por inUmeras combinacdes de fatores (clima, organismos, tempo, relevo) e de
processos (remocdo, adicdo, transporte e transformacdo) que atuam sobre os materiais de
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origem (rochas, sedimentos, depdsitos organicos) e condicionam a variedade de solos
encontrados (PEDRON et al., 2004).

Os solos formam um sistema heterogéneo, composto por fases sélida, liquida e
gasosa (SMILES, 1988). Segundo Rocha et al. (2004), na composi¢do volumeétrica
porcentual de um solo que apresenta Otimas condicdes para o crescimento de plantas,
verificam-se 50% de fase solida (45% de origem mineral e 5% de organica), 25% de fase
liquida e 25% de fase gasosa. A fase sélida é resultante da desagregacao fisica das rochas.
Consiste em uma mistura de compostos organicos e minerais cujas superficies apresentam
cargas permanentes ou pH-dependentes (ROCHA et al., 2004; SILVA e BOHNEN, 2006). A
fase liquida, isoladamente, caracteriza a umidade do solo, e é representada pela dgua ou
solucaio do solo, contendo fons como H,PO4, SO,*, NOg, Na*, K*, CI', Ca*", H+, NH,", etc. e
pode estar presente completa ou parcialmente no solo (ANDRADE, 2004; LEITE et al.,
2005). A fase gasosa caracteriza a porosidade de aeracdo do solo ou porosidade livre de
agua, a qual contém gases como CO,, O,, N,, NH; e vapor de agua (ANDRADE, 2004).

A 4agua contida no solo é caracterizada, conforme Leite et al. (2005), em cinco tipos
(Figura 7): 1. Agua de constituicdo i faz parte da estrutura molecular da particula sélida; 2.
Agua adesiva ou adsorvida - aquela pelicula de 4gua que envolve e adere fortemente a
particula sélida; 3. Agua livre - a que se encontra em uma determinada zona do terreno,
enchendo todos 0s seus vazios; 0 seu estudo rege-se pelas leis da Hidraulica; 4. Agua
hidroscopica - que ainda se encontra em um solo ao ar livre; 5. Agua capilar - é aquela que
nos solos de graos finos sobe pelos intersticios capilares deixados pelas particulas soélidas,
além da superficie livre da agua.

Conforme Ruellan (1988) o solo desempenha quatro papéis importantes como: 1)
suporte para a geragdo de alimento; 2) suporte para a geracdo de materiais e energia, 3)
exerce grande influencia sobre o comportamento das aguas; 4) suporte das constru¢des dos
homens.

De acordo com Lavelle (2000), o solo é composto por dominios funcionais, tais
como: rizosfera, termitosfera, drilosfera, entre outros. A rizosfera consiste no volume de solo
influenciado pelas raizes das plantas; a termitosfera é o ambiente influenciado por cupins; a
drilosfera, o ambiente influenciado por minhocas. Esses dominios séo formados por acdes
de reguladores: plantas, fauna do solo, condi¢cdes edafoclimaticas, entre outras (ZILLI et al.,
2003).
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Figura 7. Fases do solo e tipos de dgua contida no solo. Adaptado de Leite et
al. (2005).

2.8 SOLOS DA AMAZONIA

Na Amazobnia, a grande diversidade geoldgica presente, aliada ao seu relevo
especifico, resultou na formacdo das mais variadas classes de solo, sob a influéncia das
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altas temperaturas e precipitagfes, caracteristicas do clima tropical tmido (CHIG et al.,
2008).

De acordo com Vieira e Santos (1987), predominam na Amazbnia os Latossolos
Amarelos e os Argissolos, que sdo solos altamente intemperizados, com caracteristicas
fisicas adequadas ao uso agricola, mas com fortes limitacdes nutricionais.

Os latossolos ou solos de terra-firme, geralmente sao pobres e a disponibilidade de
nutrientes para as plantas depende grande parte da reciclagem da matéria organica e da
acdo dos organismos. Os argissolos possuem pouca porosidade, estrutura tipo blocos,
sendo muito duros quando secos e muito pegajosos quando Umidos (RESENDE et al.,
1997). Os principais obstaculos de fertilidade dos solos da Amazbnia séo a acidez elevada,
baixa capacidade de troca de cations, deficiéncia de N, P K, S, Ca, Mg, B, Cu, Zn e também
a alta capacidade desses solos em fixar o P aplicado como fertilizante (SANCHEZ e
COCHRANE, 1980).

2.9 OS MICRORGANISMOS DO SOLO E RIZOSFERA

O solo estabelece um excelente habitat microbiano onde se desenvolve uma ampla e
diversificada comunidade de organismos representada principalmente por bactérias,
actinomicetos, fungos, protozoarios e algas, além das particulas de virus e animais
invertebrados micro e macroscoépicos (SIQUEIRA, 1988).

A atividade microbiana é o resultado de numerosos processos microbiolégicos e
bioguimicos distintos, sendo de natureza diversa e efeitos benéficos ou maléficos sobre o
crescimento das plantas (SIQUEIRA, 1988). Os seres vivos que habitam o solo trocam
continuamente substancias com o meio e ao morrerem, liberam o material que os constituia
com a lise da parede celular (MELLO, 1988).

A comunidade microbiana é muito maior na rizosfera do que no solo nao rizosférico.
Segundo Chin-hua e Palada (2006), a rizosfera € o volume de uma fina camada de solo que
recebe influéncia das raizes, onde importantes processos fisioldgicas ocorrem nesta zona
como a absorcdo de nutrientes minerais e atividade microbiana realgada por exsudado da
raiz (Figura 8).

Endorhizasphere Ectorhlzosphers Soil-Rhizosphere System
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Figura 8. Diagrama da Rizosfera (a); Componentes que dizem respeito a disponibilidade de
nutrientes no sistema solo-rizosfera (b). Adaptado de Vital Earth (2009); AVRDC, Ma, 2006
apud Chin-hua e Palada (2006).
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De acordo com Anderson et al. (1993), o nimero de microrganismos nos solos
rizosféricos € normalmente de 5 a 10 vezes maior que naqueles ndo-rizosféricos, mas pode
chegar a mais de 100. O que garante a rizosfera as suas caracteristicas € a presenca, em
grande quantidade, de exsudatos e outros materiais originados nas raizes, que, pela sua
natureza organica, servem de fonte de energia e de nutrientes para os microrganismos do
solo.

Os microrganismos utilizam como nutrientes, os exsudatos e lisados radiculares, o
mucigel e as células vegetais que se descamam. O meristema apical origina as raizes, e
elas sdo o componente basico da rizosfera. O meristema produz a coifa, que protege e
coopera na penetracdo da raiz no solo, tendo células vivas e ricas em amido (CARDOSO e
FREITAS, 1988).

Conforme Cardoso e Freitas (1988), na rizosfera as bactérias gram-negativas e nao
esporuladas predominam sobre as gram-positivas e esporuladas respectivamente. Além
disso, a baixa tensdo de O2 originada pela intensa atividade respiratoria das raizes e dos
microrganismos aerébios estimula as bactérias anaerdbias.

Estudos sobre a diversidade microbiana da rizosfera (GRAYSTON et al. 1998;
PEREIRA, 2000; MARSCHNER et al., 2001; MIETHLING et al., 2003) tém demonstrado qual
a influéncia das plantas na estrutura das comunidades de microrganismos dos solos. Os
microrganismos estéo inteiramente envolvidos nos ciclos dos nutrientes no solo e, associada
a quantificagdo de bactérias e fungos totais, a avaliacdo de determinados grupos
microbianos oferece indicacdo de como o0s processos bioquimicos estdo ocorrendo
(SILVEIRA et al., 2006).

Outros estudos tém sugerido que a rizosfera de plantas pode ser particularmente
importante na promocao biolégica para degradacdo de hidrocarbonetos do petroleo,
xenobidticos, pentaclorofenol, dentre tantos outros (CROWLEY et al.,1996; PIRES et al.,
2005; DAMS, 2007; NAKATANI et al., 2008). Isso porque a rizosfera possui uma grande
biomassa microbiana e uma maior atividade como resultado de substratos de carbono
favorecido pela rizodeposicao. As raizes das plantas podem estimular a microbiota do solo,
a qual pode cooperar para o aumento da eficiéncia do processo de remediacdo (NAKATANI
et al., 2008).

2.10 PROVINCIA PETROLIFERA DE URUCU

No municipio de Coari-AM, as margens do Rio Urucu, distante cerca de 650 km em
linha reta de Manaus, desde 1986 a Provincia Petrolifera de Urucu vem realizando
atividades de exploragéo e producéo de petroleo e gas natural pela Petrobras S.A. na base
de operacdes, que leva o nome do Gedlogo Pedro de Moura (PETROBRAS, 2009b).

A producdo média de petréleo em Urucu é cerca de 50 mil barris por dia, enquanto a
de gas natural é de 10,36 mil metros cubicos por dia. Esse volume faz do Amazonas um
importante produtor nacional. Produzindo anualmente mais de 2 bilhdes de litros de
petréleo, a arrecadacao de tributos oriundos da producdo em Urucu faz de Coari o maior
recebedor de royalties de campos terrestres do Brasil (PETROBRAS, 2009b).

O petréleo de Urucu é transportado dos pocos para a planta central (Polo Arara)
através de linhas de surgéncias (oleodutos) construidas em 1997. Para facilitar os trabalhos
de manutencdo desses dutos, a Petrobras mantém uma faixa de ambos os lados desses
dutos com uma vegetacao rasteira (Figura 9), composta de gramineas como duas espécies
de braquiéria (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), uma leguminosa de ocorréncia
exporadico (Mucuna pruriens) e o lacre (Vismia guianensis), sendo este, um componente de
plantas invasoras pioneiras que ocorrem espontaneamente na regido.

Estudos revelam que a biodegradacdo de alguns poluentes organicos tem sido
favorecida na presenca de raizes e exsudatos (MAFIA et al., 2007; NAKATANI et al., 2008).
Isso porque na rizosfera h4 uma grande biomassa microbiana e uma maior atividade como
resultado de substratos de carbono favorecido pelo rizodeposicdo. Por ser um nicho ainda
pouco estudado, a rizosfera tem sido explorada como um recurso natural de microrganismos
de importancia agricola e ambiental.
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Figura 9. Plantas ao redor do oleoduto da Provincia Petrolifera de Urucu.
Foto: Luiz Antonio.
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Apesar da importancia de atividades bacterianas na biorremediagédo de solos e/ou
aguas contaminadas por petroleo e seus derivados ser reconhecida ha muito tempo, até o
presente, no entanto, ndo ha informagbes sobre a natureza e diversidade dos
microrganismos da rizosfera das plantas ao redor do oleoduto de Urucu. Como acidentes
sdo passiveis de ocorrer em oleodutos, nosso objetivo € coletar amostras de solo da
rizosfera de plantas (espécies plantadas e espécie invasora, o lacre) ao redor de oleodutos
de Urucu (Coari), para identificar a comunidade microbiana que possui potencial em
degradar o petréleo visando seu uso futuro em biorremediacgéo.

2.10.1. ALGUMAS CARACTERISTICAS DAS PLANTAS DE URUCU
a) O quicuio-da-Amazénia (Brachiaria humidicola)

A Brachiaria humidicola é uma espécie natural da Africa Equatorial; pertencente a
familia Poaceae, é amplamente utilizada para pastagens nos tropicos, cresce na Amazébnia
e apresenta como caracteristicas, alta capacidade de adaptagdo a varios tipos de solos,
especialmente os de baixa fertilidade e com alto nivel de umidade. As folhas apresentam
cores verde-palidas e fortemente denticuladas nas margens. Sao resistentes ao pastejo e
apresentam boa tolerancia ao encharcamento, podendo ser plantadas em varzeas. Produz
pouca semente (até 50 kg/ha). Seu principal atributo séo os fortes estol6es produzidos com
a alta habilidade de enraizamento, promovendo rapida cobertura do solo (BOLDRINI et al.,
2006; VILELA, 2009).

b) O capim-braquiaria (Brachiaria decumbens)

A Brachiaria decumbens é originaria da Regido dos Grandes Lagos em Uganda
(Africa) pertencente a familia Poaceae, sendo importantes forrageiras. A B. decumbens uma
espécie vigorosa e perene, resistente a seca, adaptando-se bem em regides tropicais
Umidas. E pouco tolerante ao frio e cresce bem em diversos tipos de solo, porém, requer
boa drenagem e condigbes de média fertilidade, vegetando bem em terrenos arenosos e
argilosos (TOLEDO et al., 1999; LORENZI e SOUZA, 2000; VILELA, 2009).

c) A mucuna preta (Mucuna pruriens)

A Mucuna pruriens € uma leguminosa anual, originaria do Sudeste da Asia,
pertencente a familia Fabaceae. E tolerante a seca, sombra, altas temperaturas e
ligeiramente resistente ao encharcamento, sendo grande produtora de massa verde.
Adapta-se aos mais diferentes tipos de solo, desde os arenosos até os argilosos, com média
fertilidade e é grande produtora de matéria organica (VILELA, 2009).



16

d) O lacre (Vismia guianensis)

O lacre é uma planta arborea, pertencente a familia Clusiaceae, é encontrado na
regido amazonica e nos estados do Nordeste, sendo constituidos por pequenas arvores
e arbustos e se encontram principalmente em florestas de varzeas e capoeiras. Possui
uma seiva de goma resinosa, cor alaranjada, que € popularmente utilizada como
remédio no tratamento de micoses superficiais da pele (SANTOS et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERISTICAS DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Provincia Petrolifera de Urucu, Coari (Figura 10) situada no
municipio de Coari, no estado do Amazonas, as margens do Rio Urucu, distante cerca de
650 km em linha reta de Manaus. O clima é classificado como tropical imido, de acordo com
a classificacao de Koppen. A umidade relativa do ar é bastante elevada em toda a regiéo,
em torno de 80%.

“Google
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Figura 10. Base da Provincia Petrolifera de Urucu. Fonte: Google Earth
(2008).

A tipologia florestal dominante é a Floresta Pluvial Tropical Densa de Terra Firme.
Apresenta chuvas relativamente abundantes durante todo o ano (média de 2.250 mm),
sendo que a precipitacdo no més em que menos chove é sempre superior a 60 mm. A
temperatura média anual da regido é de aproximadamente 26°C (VIEIRA e SANTOS, 1987).

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO
Para o presente estudo foram realizadas quatro coletas na Provincia Petrolifera de

Urucu (Figura 11), nos Campos de RUC e LUC. As coletas foram baseadas conforme o ciclo
hidrolégico da regido, duas coletas em época chuvosa (29/01/2009 e 19/06/2009) e duas em
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época de seca (24/09/2009 e 25/11/2009), sendo obtidas de plantas ao redor do oleoduto,
duas espécies de gramineas (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), uma
leguminosa (Mucuna pruriens) e um lacre (Vismia guianensis). Apds as coletas, as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos de polietileno em caixas de isopor com gelo seco
a temperatura de 2-4° C (ANDERSON e INGRAM, 1993).

Figura 11. Plantas ao redor do oleoduto (a,b); Coleta das amostras na Base da
Provincia Petrolifera de Urucu (c). Fotos: Dannielle Ribeiro e Francisco Wesen.

3.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA DO SOLO

Os atributos fisico-quimicos dos solos foram realizados no Laboratério Tematico de
Andlise de Plantas e Solo localizado na Coordenagdo de pesquisas em Ciéncias
Agrondmicas do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA)

3.3.1 ANALISE GRANULOMETRICA

O método da pipeta foi utilizado para determinacao dos percentuais de areia, silte e
argila. Os procedimentos laboratoriais empregados na andlise da granulometria estdo
descritos no Manual de Métodos de Andlise de Solo (EMBRAPA, 1997).

3.3.2 ANALISE QUIMICA

As andlises quimicas foram realizadas segundo metodologias descritas e
recomendadas pela EMBRAPA (1997). ApGs serem secas ao ar e peneiradas, as amostras
do solo foram analisadas para N, P, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Mn, Al, H+ + A®" pH e teor de
matéria organica. O Nitrogénio foi determinado por digestdo sulfarica pelo método semi-
micro Kjeldahl. O P foi extraido com solugdo extratora HCI 0,05 1N e H,SO, 0,025 1N
(Mehlich 1). O fésforo assimilavel foi determinado por colorimetria com vanadato-molibdato
de ambnio; os elementos K, Ca, Mg, Zn, Fe, e Mn foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atémica. O Al foi determinado por titulometria e a acidez
potencial H++Al** foi medida por extracio com solucio tamp&o de acetato de célcio 1N pH
7,0. O pH foi medido em agua destilada (1:2,5) e o C foi determinado por oxidacao via Umida
com dicromato de potassio em acido sulfdrico.



19

3.4 ENRIQUECIMENTO DAS AMOSTRAS

Os ensaios de biodegradacéo do petréleo, com o intuito dimensionar a populacéo de
microrganismos das quatro espécies de solos rizosféricos da Provincia Petrolifera de Urucu
onde h& maior ocorréncia de microrganismos degradadores de petréleo, foram
determinados por meio do enriquecimento das amostras. O experimento foi desenvolvido no
Laboratério de Genbmica de Microrganismos localizado na Coordenacao de Pesquisas em
Ciéncias Agronomicas (CPCA) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA).

Para melhor analise os ensaios de enriquecimento foram divididos em tratamentos
com triplicata, como apresentado na tabela 1. Cada amostra foi submetida a dois
tratamentos diferentes: auséncia de petréleo (testemunha) e adicdo de petréleo.

As amostras de solo rizosférico (5g) foram adicionadas em erlenmeyer de 125 mL,
contendo 50 mL de Meio Mineral Bushnell Haas i BH (Tabela 2) modificado, contendo como
fonte de carbono o petréleo de Urucu na concentracao de 0,5 mL.

Os tratamentos foram colocados em mesa agitadora (125 rpm) a temperatura de
30ec N 1ecC. Nas dmrO) foiereatizads dilhigdioc sesada (para estimar a
producdo das bactérias, fungos e leveduras que apresentaram crescimento na presenca de
petréleo. O mesmo procedimento era realizado a cada 7 dias.

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento.

TRATAMENTOS SOLO RIZOSFERICO MEIO MINERAL BH PETROLEO

T1 Vismia guianensis Presente Ausente
T2 Vismia guianensis Presente Presente
T3 Mucuna pruriens Presente Ausente
T4 Mucuna pruriens Presente Presente
T5 Brachiaria decumbens Presente Ausente
T6 Brachiaria decumbens Presente Presente
T7 Brachiaria humidicola Presente Ausente
T8 Brachiaria humidicola Presente Presente

Tabela 2. Meio Mineral Bushnell Haas (Meio BH)

Componentes Quantidade
KH,PO, 1,0g
K,HPO, 109

* NH4;NO3 10g9
MgS0,.7H,0 029
FeCl; 0,05¢
CacCl,.2H,0 0,02¢g
H,O destilada 1000 mL

*Substituido por 1,65g de (NH4)2SO,. Fonte: Atlas (1995)

Para a contagem microbiana, foi realizada diluicdo seriada, onde 1 mL da amostra foi
adicionado em tubo de ensaio contendo 9 mL de agua destilada estéril. As concentracées
analisadas foram de 10 a 10”. A partir de cada diluicéo foi retirada uma aliquota de 0,5mL
e esta foi colocadas em Placas de Petri contendo meio de cultura BH sélido (adicionando-se
15g de Agar por litro), usando petréleo como fonte de carbono (0,1mL por placa), com trés
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repeticbes para cada concentracdo. Esse processo foi feito com as testemunhas (cultura
sem petréleo) e com os tratamentos enriquecidos (cultura com petréleo).
Em seguida, as placas foram incubadas atemper at ura ambiente de 30eC
um periodo de 48 a 72 horas. A contagem das unidades formadoras de colbnia por grama
de solo (UFC/g solo) foi realizado com auxilio de um contador de colbnias.

Figura 12. Placas de Petri contendo meio BH sélido e 0,1 mL de petrdéleo; (b) Petréleo sendo
espalhado na placa. Fotos: Dannielle Ribeiro.

3.5 ISOLAMENTO E SELECAO DE MICRORGANISMOS

Apbs o crescimento e contagem das UFC, as diferentes col6nias que cresceram
isoladas foram repicadas em placas de Petri contendo Meio BH sdélido, utilizando como fonte
de carbono o petréleo (0,1mL por placa). Os microrganismos foram isolados e purificados
pela técnica de estrias em placas. Cada coldnia com aspecto morfoldgico diferenciado foi
preservado em meio de cultura em tubo inclinado contendo Meio BH sélido, empregando
glicose (10g/L) como fonte de carbono para testes posteriores.

A identificac@o preliminar dos microrganismos foi analisada através da microscopia
Optica para a caracterizacdo dos diferentes grupos microbianos. O tempo de crescimento
dos microrganismos isolados foi determinado por meio da repicagem em placas de Petri
contendo Meio BH sdélido, utilizando como fonte de carbono o petréleo (0,1mL por placa).

3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE PETROLEO

A avaliacdo da capacidade dos isolados em degradar petroleo foi realizada pela
técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), segundo Hanson et al. (1993).
Mariano et al. (2007) descrevem que o0 principio deste teste é que durante a oxidacao
microbiana dos hidrocarbonetos, elétrons sé@o transferidos até aceptores (como oxigénio e
nitrato). Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, € possivel
averiguar a capacidade dos microrganismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato pela
observacdo da mudanca de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido).
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Figura 13. Oxidacao e reducao do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP). Fonte:
Medina (2005).
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Os microrganismos foram incubados em placa de Petri contendo 0 meio de cultura
BH solido e 0,1mL de petréleo, a 30°C por 24 a 72 horas. ApOs 0 crescimento, 0S
microrganismos foram padronizados por meio de uma suspensdo do inoculo,
acrescentando-se 5mL de MgSQO, (2g/L) em placa.

O ensaio foi realizado em placas de acrilico (Tipo ELISA) com 96 pocos previamente
tratados sob luz ultravioleta (UV) por 30 minutos, contendo 125uL de meio Mineral BH (sem
fonte de carbono), 100uL do DCPIC, 5uL de petroleo de Urucu e 15pL de indculo
padronizado a 10* UFC/mL, sendo determinado o numero de células em Camara de
Neubauer.

O experimento constou com quatro controles: A-Controle negativo (abidtico)
contendo Meio Mineral BH (125uL), indicador DCPIP (100uL), petréleo de Urucu (5uL) e
agua destilada estéril (15uL); B- Controle bidtico (sem petréleo) contendo Meio Mineral BH
(125uL), indicador DCPIP (100uL) e 15uL de indculo padronizado a 10* UFC/mL; C-
Controle biético (sem o indicador DCPIP) contendo 125uL de meio Mineral BH, 5uL de
petroleo de Urucu e 15uL de indculo padronizado a 10 UFC/mL; D i Controle positivo
(biético) com a substituicdo da fonte de carbono (petréleo por glicose) contendo 125uL de
meio Mineral BH com glicose (125pL), indicador DCPIP (100uL) e 15pL de inoculo
padronizado a 10* UFC/mL.

As placas de acrilico foram incubadas a 30°C e a cada 24 horas foi observado o
desaparecimento da coloracdo azul do indicador DCPIP (forma oxidada) para a incolor
(forma reduzida). A leitura positiva foi dada apds estes tempos pela descoloracdo do DCPIP.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

2
Microrganismos da Cole¢ao — — — — - .8 >
Repicagem em placa e
----- Cresamento
Suspensado do inoculo
Camara ae Neubauer

Padronizacao — — —
Placa de acrilico (Tipo ELISA)

_ _ Mudanca de cor _

"o -

Figura 14. Esquema da avaliagdo do potencial de degradacao de petréleo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

O programa utilizado para as analises estatisticas foi 0 Assistat 7.5 Beta, utilizando-
se as comparagfes entre as médias das amostras para analise de variancia. Os dados
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foram submetidos ° an8lise de vari©ncia com 5% d
significativo, usou-se o teste de Tukey a 5%, para a comparacdo das médias dos
tratamentos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE FiSICO-QUIMICA DO SOLO

23

Os resultados da granulometria do solo das quatro espécies de plantas em épocas
distintas sdo apresentados na forma de valores médios de areia, silte e argila para cada solo

rizosférico, sendo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Textura média dos solos rizosféricos em épocas distintas de precipitagdo,

na regido de Urucu-Coari-AM.

. Argila Silte Areia
Amostras Epoca Prof. %
_______________ ) mmmmmmm e

chuva 0-20 28 38 34
Vismia guianensis seca 0-20 26 35 39
chuva 0-20 21 15 64
Mucuna pruriens seca 0-20 24 10 66
chuva 0-20 18 22 60
Brachiaria decumbens seca 0-20 23 28 49
. - chuva 0-20 27 31 42
Brachiaria humidicola seca  0-20 30 15 55

Os resultados das andlises granulométricas das amostras de solos rizosféricos
coletadas em época chuvosa indicam que a textura predominante em Vismia guianensis € o
silte e em Mucuna pruriens, Brachiaria humidicola e Brachiaria decumbens é o franco-
arenoso. Na época seca a textura do solo predominante em todas as espécies é o franco-

arenoso.

Os resultados da andlise quimica sdo apresentados na forma de valores médios,
conforme as tabelas 4 e 5. Nos solos rizosféricos de plantas, a quantidade de carbono
orgéanico e nitrogénio foram, na sua maioria, sdo considerados baixos. A relagdo C/N indica

gue ha material organico bem decomposto.
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Tabela 4. Teores de carbono, nitrogénio, relacdo C/N e matéria organica dos solos
amostrados das rizosferas de plantas em épocas distintas de precipitacdo, na regiao
de Urucu-Coari-AM.

. C N CIN M.O
Amostras Epoca Prof.

————————————— g/kg de solo--------------

chuva 0-20 3,38 1,07 3,15 4,06

Vismia guianensis seca 0-20 3,30 0,95 3,47 5,68

chuva 0-20 0,95 0,45 2,11 1,57

Mucuna pruriens seca 0-20 0,78 0,34 2,29 1,35

chuva 0-20 1,24 0,55 2,25 2,32

Brachiaria decumbens seca 0-20 1,99 0,70 2,84 3,42

Brachiaria humidicola chuva 0-20 1,37 0,64 2,14 2,35

seca 0-20 3,64 0,21 17,3 5,26

Os resultados apresentados a seguir séo referentes as amostras de solos de plantas
coletadas em duas épocas distintas, na provincia Petrolifera de Urucu.

Tabela 5. Caracteristicas quimicas dos solos rizosféricos de plantas dos solos amostrados
das rizosferas de plantas em épocas distintas de precipitacao, na regiao de Urucu-Coari-AM.

pH Cat+ Mg++ Al+++ K+ P Fe Zn Mn
Amostras  Epoca Prof. (H20)
———————————————————— cmolc/kg mg/kg
Vismia chuva 0-20 4.4B o5M 0,18B 0,41M 0,11B 0,01B 92,8A 1B 2,36B
guianensis
seca 0-20 5,3B 2,3A 0,20B 0,13B 0,21M 10,2A 333A 1,3B 1,9B
Mucuna chuva 0-20 6,8M 1.2M 0,11B 0B 0,15B 0,12B 103,4A 0,86B 3,84B
pruriens
seca 0-20 7,5M 42A 0,10B 0B 0,17B 109A 246A 1,9B 1,8B
Brachiaria chuva 0-20 7,4M 0,5M 0,14B 0B 0,27M 0,3M 145,4A 1,48B 3,74B
decumbens
seca 0-20 6,5M 59A 0,21B 0B 0,20M 92A 188A 1,9B 2,6B
Brachiaria chuva 0-20 47B o6mM 0,13B 0,3M 0,22M 0,004B 101,6A 0,76B 2,48B
humidicol
umidicola 2 020 69M 52A 0248 0B 0168 12A  115A 188 428

A classificagdo dos valores segundo Cochrane et al. (1985): A = alto; B = baixo; M = médio; S = satisfatorio

Através dos dados € possivel perceber que os solos rizosféricos sofreram o processo
de calagem (Tabela 5). Possivelmente devido aos efeitos sobre a neutralizacdo da acidez do
solo, ao aumento do pH (RAIJ et al., 1977), a reducédo do aluminio e manganés toxicos
(MASCARENHAS et al., 1982), ao aumento da absorcdo de nitrogénio, fosforo e potassio
(QUAGGIO et al., 1993), ou ainda pelo fato de fornecer calcio e magnésio como nutrientes

(MASCARENHAS et al., 1976).

Os valores do pH dos solos variaram de 4,4 a 7,5, indicando neutralidade (Tabela 5).
O pH no periodo chuvoso dos solos rizosféricos de Mucuna pruriens e Brachiaria
decumbens apresentaram acidez mediana e Vismia guianensis e Brachiaria humidicola sdo
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consideradas de baixo pH (COCHRANE et al., 1985). O pH no periodo seco dos solos
rizosféricos de Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola
apresentaram acidez mediana (Cochrane et al., 1985) e Vismia guianensis é considerada
de baixo pH.

As concentracbes de Al no periodo chuvoso foram considerados médio em Vismia
guianensis e Brachiaria humidicola e baixo em Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens. Ja
no periodo seco as concentracdes de Al foram consideradas baixas em todas as amostras
de solo. As concentracdes superiores a 1,5 cmol/kg de solo, podem ser téxicas para a
maioria das plantas cultivadas.

Os teores de K no periodo chuvoso nos solos rizosféricos de Vismia guianensis e
Mucuna pruiens foram considerados baixos (<0,15 cmolc. de K kg-1 de solo), segundo
Cochrane et al. (1985) e em Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola séo
considerados médio.

Os teores de K no periodo seco nos solos rizosféricos de Mucuna pruiens e
Brachiaria humidicola foram considerados baixos (<0,15 cmolc. de K kg-1 de solo), segundo
Cochrane et al. (1985) e em Vismia guianensis e Brachiaria decumbens sé@o considerados
médio.

Os teores de P no solo no periodo seco foram superiores quando comparados ao
periodo chuvoso. Quanto aos teores de micronutrientes encontrados nos solos rizosféricos
nos dois periodos, observou-se alta variacdo para o Fe e pouca para o Zn e Mn. Os teores
de Fe variaram de 92,8 a 145,4 mg kg™ de solo no periodo chuvoso e 115 a 333 mg kg™ de
solo no periodo seco. Os teores de Zn Mn foram considerados baixos.

4.2 ENRIQUECIMENTO DAS AMOSTRAS

As populacdes de bactérias presentes nas rizosferas das quatro espécies vegetais
coletadas no periodo chuvoso cresceram até o 14° dia de incubacdo (Figura 15),
independente da adi¢cao de petréleo ou nao como fonte de carbono. No entanto, a adicdo
do petrdleo resultou em maior crescimento nos tratamentos contendo solos rizosféricos de
Vismia (Fig. 15 a), Mucuna (Fig. 15 b) e B. humidicola (Fig. 15 d), indicando que essas
bactérias usaram tanto as fontes de carbono presentes no solo como o proprio petréleo para
crescerem. Esse comportamento so foi diferente com a populacdo de bactérias presente na
rizosfera de B. decumbens (Fig. 15 c), que cresceu de forma significativamente semelhante,
independente da adicdo ou ndo do petroleo durante o periodo de incubacéo.

E possivel, nesse caso, que a maioria da populacdo de bactérias presentes na
rizosfera dessa graminea esteja totalmente adaptada para consumir o petréleo colocado nas
placas de petri, independentemente de estar ou ndo incubada previamente com esse
componente organico. Ja as populacdes presentes nas rizosferas das outras espécies, pelo
menos em parte, ainda ndo estavam adaptadas ao petréleo. Ao serem adicionadas nas
placas de petri contendo o petr6leo como fonte de carbono, apenas aquela parte da
populacdo dos frascos testemunhas, capaz de usar o petréleo, cresceu no meio com sua
adicdo, sendo portanto, menor do que as dos frascos incubados com esse componente
orgéanico, que foi usado pela parte da populacdo adaptada, que por isso, apresentou maior
populacao até o 14° dia de incubacao.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos y da Figura 15, percebe-se que a
populacdo de bactérias capazes de usar o petrdleo foi bem menor na rizosfera do lacre
(Vismia guianensis), que ndo chegou a atingir cerca de 2500.10° UFC/g Solo, enquanto que
as das outras espécies de plantas adicionadas previamente com petréleo ultrapassaram
3500.10° UFC/g Solo e chegando, como no caso da B. humidicola, a 4000.10° UFC/g Solo.
A menor populacdo de bactérias capazes de usar o petréleo no solo rizosférico da Vismia
pode ser devido ao sistema radicular muito pouco desenvolvido pelas mudas coletadas no
campo (menores do que 1 m de altura), com produgbes muito baixas de exsudatos
radiculares capazes de manter altas popula¢des de microrganismos rizosféricos.

Observou-se uma queda significativa das populacées de bactérias capazes de
guebrar o petrdleo aos 21 dias de incubacdo, sugerindo que exauriram a maior parte das
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fontes de carbono presentes nos solos, pressupondo-se assim, que o petréleo adicionado
como contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO, e agua por
essas bactérias nesse periodo.

a) Vismia guianensis b) Mucuna pruriens
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Figura 15. Populacdes de bactérias coletadas no periodo chuvoso, em meio enriquecido
previamente ou ndo com petréleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria
decumbens; d) Brachiaria humidicola.

No 28° dia esse decaimento continuou em Brachiaria decumbens (c) e Brachiaria
humidicola (d), porém em Vismia guianensis (a) e Mucuna pruriens (b) ocorreu um pequeno
aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de carbono presentes no solo (M.O. e
petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse processo de exaurimento das fontes de
carbono presentes nos solos deve ter sido completado aos 35 dias de incubacgéo, quando as
populacdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram com valores préximos ao
zero.

Ao se analisar as populacdes rizosféricas de bactérias coletadas no periodo seco
(Figura 16), observa-se que todas as quatro espécies de plantas apresentaram também,
maiores crescimentos aos 14 dias de incubacdo, mas nesse caso, houve uma pequena
mudanc¢a de comportamento em relagédo a coleta do periodo chuvoso. A pré-incubagdo com
petréleo permitiu maiores populacdes de bactérias em todos os tratamentos quando
comparados com suas testemunhas sem a adi¢ao prévia desse contaminante, sendo que as
maiores diferencas foram observadas pelas populagBes das braquiarias (Figura 16 c, d).
Esses resultados mostram que a adicdo do petrdleo estimulou o crescimento bacteriano
presente nas rizosferas dessas espécies.

Observou-se uma queda significativa das populac6es de bactérias capazes de
quebrar o petréleo aos 21 dias de incubagédo, sugerindo que esgotaram a maior parte das
fontes de carbono presentes nos solos, implicando-se assim, que o petréleo adicionado
como contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO, e agua por
essas bactérias nesse periodo. No 28° dia esse decaimento continuou em Brachiaria
decumbens (c), porém em Vismia guianensis (a), Mucuna pruriens (b) e Brachiaria
humidicola (d), ocorreu um pequeno aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de
carbono presentes no solo (M.O. e petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse
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processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido
completado aos 35 dias de incubacdo, quando as populacdes presentes nas amostras de
solos se estabilizaram com valores proximos ao zero.

a) Vismia guianensis b) Mucuna pruriens
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Figura 16. Populagbes de bactérias coletadas no periodo seco, em meio enriquecido
previamente ou ndo com petréleo. a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria
decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Ao se analisar o valor maximo de UFC.10°/g Solo de bactérias nos dois periodos
(Tabela 6), observou-se que no periodo chuvoso a populacdo de bactérias capazes de usar
o petréleo foi bem maior na rizosfera de B. humidicola, ultrapassando 4000.10° UFC/g Solo
e no periodo seco, foi a populacdo presente na rizosfera de B. decumbens que quase
atingiu 9000.10° UFC/g Solo, ultrapassando as demais espécies de plantas nos dois
periodos. Observou-se ainda, que os crescimentos das populacdes coletadas no periodo
seco, na maioria das plantas (exceto no tratamento T7), foram maiores do que os
observados da coleta no periodo chuvoso.

Tabela 6. Populagéo bacteriana nos periodos chuvoso e seco.

Tratamentos Solo rizosférico Petr6leo Periodo chuvoso Periodo seco

T1 Vismia guianensis Ausente 1930 h 3930 f
T2 Vismia guianensis Presente 23309 5830 b
T3 Mucuna pruriens Ausente 2530 f 4560 e
T4 Mucuna pruriens Presente 3530 ¢ 3860 g
T5 Brachiaria decumbens Ausente 3700 b 5400 ¢
T6 Brachiaria decumbens Presente 3400 d 8930 a
T7 Brachiaria humidicola  Ausente 2700 e 1630 h
T8 Brachiaria humidicola Presente 4100 a 4750d

Letras diferentes nas colunas indicam médias diferentes pelo teste de Tukey (5%).
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As populacgdes de fungos filamentosos presentes nas rizosferas das quatro espécies
vegetais coletadas no periodo chuvoso cresceram até o 14° dia de incubacéo (Figura 17) no
tratamento testemunha de Vismia guianensis (Fig. 17 a) e Brachiaria decumbens (Fig. 17 ¢)
e, nos tratamentos enriquecidos de Mucuna pruriens (Fig. 17 b) e Brachiaria humidicola (Fig.
17 d). J4 no tratamento com adicdo de petréleo de Vismia guianensis (Fig. 17 a) e B.
decumbens (Fig. 17 c), as populacbes de fungos filamentosos cresceram até o 21° dia de
incubacao.

A adicdo do petroleo resultou em maior crescimento fangico nos tratamentos
contendo solos rizosféricos de Vismia (Fig. 17 a) e Mucuna (Fig. 17 b), indicando que esses
fungos filamentosos usaram tanto as fontes de carbono presentes no solo como o proprio
petréleo para crescerem. Esse comportamento so6 foi diferente com a populacao de fungos
filamentosos presentes na rizosfera de B. humidicola (Fig. 17 d), que cresceu de forma
semelhante, independente da adi¢cdo ou ndo do petréleo durante o periodo de incubacao e,
em B. decumbens (Fig. 17 c¢), onde a populacdo de fungos filamentosos presente na
rizosfera no tratamento sem a adigdo do petrdleo resultou em maior crescimento do que no
tratamento enriquecido. E possivel que a maioria da populacdo de fungos filamentosos na
rizosfera de B. humidicola e de B. decumbens esteja totalmente adaptada para consumir o
petréleo colocado nas placas de petri, independentemente de estar ou ndo incubada com
esse componente orgéanico. Ja as populagdes presentes nas rizosferas das outras espécies,
pelo menos em parte, ainda ndo estavam adaptadas ao petrdleo. Ao serem adicionadas nas
placas de petri contendo o petréleo como fonte de carbono, apenas aquela parte da
populacdo dos frascos testemunhas, capaz de usar o petréleo, cresceu no meio com sua
adicdo, sendo portanto, menor do que as dos frascos incubados com esse componente
organico, que foi usado pela parte da populacdo adaptada.

a) Vismia guianensis b) Mucuna pruriens
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Figura 17. Popula¢des de fungos filamentosos coletadas no periodo chuvoso, em meio
enriquecido previamente ou ndo com petroleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c)
Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos y, percebe-se que a populacdo de
fungos filamentosos capazes de usar o petréleo foi bem menor na rizosfera de B. humidicola
(Fig. 17 d), que chegou a atingir um méaximo de 100.10° UFC/g Solo. Em seguida se
encontram as populagfes observadas no solo rizosférico de Vismia (Fig. 17a), que atingiram
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0s maximos de 200.10° UFC/g Solo no tratamento testemunha e 330.10° UFC/g Solo no
tratamento previamente enriquecido com o petréleo. No caso dos fungos da rizosfera de M.
pruriens (Fig.17 b), observa-se uma populacdo maxima aos 14 dias de incubacdo de
500.10° UFC/g Solo no tratamento previamente enriquecido com petrdleo, mas uma que se
manteve proxima ao zero no tratamento testemunha, fato esse Unico em todo o
experimento.

No caso da populacédo de fungos encontrados na rizosfera de B. decumbens (Fig. 17
c¢), houve uma inversdo de valores, no qual o petrdleo, ao ser adicionado previamente no
solo antes da incubacdo, retardou o crescimento dos fungos e o seu maximo atingindo cerca
de 360.10° UFC/g Solo aos 21 dias de incubac&o, sendo inferior ao maximo observado no
tratamento testemunha, de aproximadamente 500.10° UFC/g Solo aos 14 dias de
incubacdo. A menor populacdo de fungos filamentosos capazes de usar o petréleo no solo
rizosférico de B. humidicola possivelmente deve-se a baixa competicdo dos fungos
filamentosos com os microrganismos (bactérias e leveduras). De acordo com Cunha e Leite
(2000) o crescimento de uma populagéo especifica causa um desequilibrio na comunidade
por competicdo por espagos fisicos, nutrientes e &gua, reduzindo para pequenas
guantidades os microrganismos que tem o melhor desempenho na biodegradagéo.

Observou-se uma queda significativa das populagbes de fungos filamentosos
capazes de quebrar o petroleo aos 21 dias de incubacdo em M. pruriens (Fig. 17 b) e B.
humidicola (Fig. 17 d), sugerindo que exauriram as fontes de carbono presentes nos solos,
pressupondo-se assim, que o petroleo adicionado como contaminante tenha sido total ou
guase totalmente convertido em CO, e agua por esses fungos filamentosos nesse periodo.
Em V. guianensis (Fig. 17 a) e B. decumbens (Fig. 17 c) ocorreu uma queda significativa das
populacdes de fungos filamentosos capazes de quebrar o petréleo somente no 28° dia. Além
disso, observou-se que em M. pruriens (b) e B. humidicola (d) continuaram decaindo. No 35°
dia esse decaimento continuou em V. guianensis (a) e B. decumbens (c); jA em M. pruriens
(b) e B. humidicola (d) esse processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos
solos deve ter sido completado, quando as populacdes presentes nas amostras de solos se
estabilizaram com valores préximos ao zero. O processo de exaurimento das fontes de
carbono presentes nos solos ocorreu em V. guianensis (a) e B. decumbens (c) aos 42 dias
de incubacado, quando foram observados os valores proximos ao zero, indicando que as
populacdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram

Ao se analisar as populagbes rizosféricas de fungos filamentosos coletadas no
periodo seco (Figura 18), observou-se que a maioria das espécies de plantas apresentou
também, maiores crescimentos aos 14 dias de incubacdo, com excec¢do de Brachiaria
decumbens no tratamento testemunha, que cresceu até o 21° dia de incubagédo. Pode-se
observar que ocorreu uma pequena mudanca de comportamento em relagdo a coleta do
periodo chuvoso.

As populagdes de fungos filamentosos nos tratamentos com e sem petréleo permitiu
maiores populagbes quando comparados com o periodo chuvoso, sendo que as maiores
diferencas foram observadas pelas populacdes de fungos encontrados nas rizosferas de
Vismia guianensis, Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens (Figura 18 a, b, c¢). A pré-
incubacdo com petréleo permitiu maiores populacdes de fungos filamentosos somente em
Mucuna pruriens quando comparado com a sua respectiva testemunha (Figura 18 b). Esses
resultados mostram que a adicdo do petréleo estimulou o crescimento fingico presente na
rizosfera dessa espécie.
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Figura 18. Populacbes de fungos filamentosos coletadas no periodo seco, em meio
enriquecido previamente ou ndo com petréleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c)
Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Observou-se uma queda significativa das popula¢ges de fungos capazes de quebrar
0 petroleo aos 21 dias de incubacdo (exceto na amostra contendo solo rizosférico de B.
humidicola), sugerindo que exauriram as fontes de carbono presentes nos solos,
pressupondo-se assim, que o petroleo adicionado como contaminante tenha sido total ou
guase totalmente convertido em CO, e &agua por esses fungos nesse periodo. Esse
processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido
completado aos 35 dias de incubacdo, quando as populacdes presentes nas amostras de
solos se estabilizaram com valores proximos ao zero.

Tabela 7. Populagéo de fungos filamentosos nos periodos chuvoso e seco.

Tratamentos Solo rizosférico Petroleo Periodo chuvoso Periodo seco

T1 Vismia guianensis Ausente 200d 800 a
T2 Vismia guianensis presente 330¢c 600 c
T3 Mucuna pruriens Ausente 0,19 f 400 e
T4 Mucuna pruriens presente 500 a 650 b
T5 Brachiaria decumbens Ausente 500 a 573d
T6 Brachiaria decumbens presente 360 b 220 f
T7 Brachiaria humidicola  Ausente 100 e 150 g
T8 Brachiaria humidicola presente 100 e 150 g

Letras diferentes indicam médias diferentes pelo teste de Tukey (5%).

Ao se analisar o valor maximo de UFC.10°g Solo de fungos filamentosos capazes de
usar o petréleo nos dois periodos (Tabela 7), observou-se que no periodo chuvoso a
populacdo de fungos filamentosos foi bem maior na rizosfera de M. pruriens e B.
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decumbens, atingindo cerca de 500.10° UFC/g Solo e no periodo seco, na rizosfera de
Vismia guianensis, com 800.10° UFC/g Solo. Observou-se ainda que, no periodo seco, as
guatro plantas apresentaram uma populacdo maior de fungos filamentosos do que no
periodo chuvoso.

As populacdes de leveduras (fungos unicelulares) presentes nas rizosferas das
guatro espécies vegetais coletadas no periodo chuvoso cresceram até o 14° dia de
incubacgéo (Figura 19), independente da adicdo de petréleo ou ndo como fonte de carbono.
No entanto, a adicdo do petréleo resultou em maior crescimento nos tratamentos contendo
solos rizosféricos de M. pruriens (Fig. 19 b) e B. decumbens (Fig. 19 ¢), indicando que essas
leveduras usaram tanto as fontes de carbono presentes no solo como o préprio petroleo
para crescerem. Esse comportamento foi diferente com a populagéo de leveduras presente
na rizosfera de V. guianensis (Fig. 19 a) e na populacédo de B. humidicola (Fig. 19 d), que
cresceu de forma significativamente semelhante, independente da adicdo ou n&o do
petréleo durante o periodo de incubacao.

E possivel, nesse caso, que a maioria da populagdo de leveduras presentes na
rizosfera dessa graminea esteja totalmente adaptada para consumir o petréleo colocado nas
placas de petri, independentemente de estar ou ndo incubada com esse componente
organico. Ja as populacfes presentes nas rizosferas das outras espécies, pelo menos em
parte, ainda ndo estavam adaptadas ao petréleo. Ao serem adicionadas nas placas de petri
contendo o petréleo como fonte de carbono, apenas aquela parte da populacéo dos frascos
testemunhas, capaz de usar o petréleo, cresceu no meio com sua adi¢cdo, sendo portanto,
menor do que as dos frascos incubados com esse componente organico, que foi usado pela
parte da populacdo adaptada, que por isso, apresentou maior populacdo até o 14° dia de
incubacao.
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C) Brachiaria decumbens d) Brachiaria humidicola
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Figura 19. Populagdes de leveduras (fungos unicelulares) coletadas no periodo chuvoso, em
meio enriquecido previamente ou ndo com petréleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna
pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos y, percebe-se que a populagédo de
leveduras capazes de usar o petroleo foi levemente maior na rizosfera da mucuna (Mucuna
pruriens), que ultrapassou 700.10° UFC/g Solo, seguida pela da B. decumbens, com
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aproximadamente 650.10° UFC/g Solo e chegando, como no caso da M. pruriens, a
7300.10° UFC/g Solo. A menor populacéo de leveduras capazes de usar o petréleo no solo
rizosférico da Vismia pode ser devido ao sistema radicular muito pouco desenvolvido pelas
mudas coletadas no campo (menores do que 1 m de altura), com produ¢des muito baixas de
exsudatos radiculares capazes de manter altas populacées de microrganismos rizosféricos.

Observou-se uma queda significativa das populacGes de leveduras capazes de
quebrar o petroleo aos 21 dias de incubacgéo, sugerindo que exauriram as fontes de carbono
presentes nos solos, pressupondo-se assim, que o petréleo adicionado como contaminante
tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO, e 4gua por essas leveduras nesse
periodo. No 28° dia esse decaimento continuou em Mucuna pruriens (b) e Brachiaria
humidicola (d), porém em Vismia guianensis (a) e Brachiaria decumbens (c) ocorreu um
pequeno aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de carbono presentes no solo
(M.O. e petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse processo de exaurimento das
fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido completado aos 35 dias de incubacéao,
guando as populagbes presentes nas amostras de solos se estabilizaram com valores
préximos ao zero.

Ao se analisar as populagdes rizosféricas de leveduras coletadas no periodo seco
(Figura 20), observa-se que todas as quatro espécies de plantas apresentaram também,
maiores crescimentos aos 14 dias de incubagdo, mas nesse caso, houve uma pequena
mudanca de comportamento em relagédo a coleta do periodo chuvoso. A pré-incubacdo com
petréleo permitiu maiores populagfes de leveduras em V. guianensis (Fig. 20 a), M. pruriens
(Fig. 20 b) e B. decumbens (Fig. 20 c) quando comparados com suas testemunhas sem a
adicdo prévia desse contaminante, sendo que a maior diferenca foi observada pela
populacao de B. decumbens (Fig. 20 c). Esses resultados mostram que a adi¢cao do petroleo
estimulou o crescimento de leveduras presentes nas rizosferas dessas espécies.
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Figura 20. Populacdes de leveduras coletadas no periodo seco, em meio enriquecido

previamente ou ndo com petréleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria
decumbens; d) Brachiaria humidicola.
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Ao se analisar as escalas de valores nos eixos y, percebe-se que a populagéo de
leveduras capazes de usar o petroleo foi bem menor na rizosfera de B. humidicola, que
atingiu 700.10° UFC/g Solo, enquanto que as das outras espécies de plantas adicionadas
previamente com petréleo ultrapassaram 1000.10°> UFC/g Solo e chegando, como no caso
da B. decumbens, a 1730.10° UFC/g Solo.

Observou-se uma queda significativa das populacGes de leveduras capazes de
quebrar o petroleo aos 21 dias de incubacdo, sugerindo que esgotaram as fontes de
carbono presentes nos solos, implicando-se assim, que o petroleo adicionado como
contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO, e 4gua por essas
bactérias nesse periodo. No 28° dia esse decaimento continuou em Mucuna pruriens (b) e
Brachiaria decumbens (c), porém em Vismia guianensis (a) e Brachiaria humidicola (d),
ocorreu um pequeno aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de carbono
presentes no solo (M.O. e petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse processo de
exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido completado aos 35
dias de incubagéo, quando as populacdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram
com valores proximos ao zero.

Ao se analisar o valor maximo de UFC.10°g Solo de leveduras capazes de usar o
petréleo nos dois periodos (Tabela 8), observou-se que no periodo chuvoso a populacdo de
leveduras foi bem maior na rizosfera de Mucuna prurien, atingindo 7,3.10” UFC/g Solo e no
periodo seco, a rizosfera de Brachiaria decumbens ocorreu a maior populagéo com 17,3.10’
UFC/g Solo. Observou-se ainda que, no periodo seco, as quatro plantas apresentaram uma
populacdo maior de leveduras do que no periodo chuvoso.

Tabela 8. Populagéo de leveduras no periodo chuvoso e seco.

Tratamentos Solo rizosférico Petr6leo Periodo chuvoso Periodo seco

T1 Vismia guianensis Ausente 600 c 630 f
T2 Vismia guianensis presente 430d 1300 b
T3 Mucuna pruriens Ausente 600 c 700 e
T4 Mucuna pruriens presente 730 a 1030d
T5 Brachiaria decumbens Ausente 30e 100 g
T6 Brachiaria decumbens presente 660 b 1730 a
T7 Brachiaria humidicola  Ausente 600 c 1060 c
T8 Brachiaria humidicola presente 600 c 700 e

Letras diferentes indicam médias diferentes pelo teste de Tukey (5%).

A populacdo predominante nos solos analisados foi a de bactérias, o que esta de
acordo com o encontrado em diversos trabalhos que afirmam que as bactérias sdo os
organismos mais abundantes na rizosfera de plantas (BOWEN e FOSTER, 1978; BECKER
et al., 1988; CHANWAY et al., 1991).

Sales et al. (2008) realizaram um estudo para dimensionar a populacéo de bactérias
em solos nado rizosféricos obtidos de pocos e jazidas e clareiras na base de Urucu,
municipio de Coari, Amazonas. Os solos também foram coletados tanto na época chuvosa,
guanto seca. Os resultados indicaram que a maior densidade populacional de bactérias
ocorreu no periodo chuvoso com cerca de 3.10° UFC/g™.

A habilidade de degradacao do petréleo é apresentada por diversos microrganismos,
principalmente bactérias e fungos filamentosos, embora a ubiglidade deles nos
ecossistemas terrestres. Morgan e Watkinson (1994) afirmam que além das bactérias e
fungos filamentosos, existem varios géneros de leveduras e algas unicelulares que possuem
capacidade de metabolizar hidrocarbonetos de petrdleo. Dessa forma, o conhecimento da
diversidade da comunidade rizosférica podera ajudar nos processos de biorremediagédo de
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maneira a estimular e acelerar a biodegradacdo dos ambientes que podem ser impactados
com petréleo.

4.3 IDENTIFICACAO PRELIMINAR DOS ISOLADOS

Através da microscopia optica verificou-se representantes de 3 diferentes grupos de
microrganismos (fungos filamentosos, leveduras e bactérias). Dentre os 106 microrganismos
isolados, 29,2% s&o bactérias Gram-negativas (31/106), 10,4% s&o bactérias Gram-
positivas (11/106), 38,7% fungos filamentosos (41/106) e 21,7% s&o leveduras (23/106),
como pode ser visto na figura 21. O tempo de crescimento dos microrganismos isolados foi
determinado por meio da repicagem em placas de Petri, onde 38% deles cresceram em 24
horas, 21% em 48 horas, 29% em 72 horas e 12% em 96 horas de incubacéo ), como pode
ser visto na figura 22.

Figura 21. Percentuais dos grupos de microrganismos obtidos no isolamento.

Figura 22. Percentuais do crescimento de microrganismos ao longo do tempo
4.4 TESTE DE BIODEGRADABILIDADE DO PETROLEO DE URUCU

Os resultados obtidos com o teste de biodegradabilidade usando o indicador DCPIP
mostram que dos 106 microrganismos isolados dos solos rizosféricos de Vismia guianensis,
Mucuna pruriens, Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola coletados na Provincia
Petrolifera de Urucu, 65 (61,32%) apresentaram potencial de degradacédo do petroleo apés 5
dias (120 horas), sendo 25 bactérias, 27 fungos filamentosos e 13 leveduras. Este resultado
pode ser visualizado pela descoloracao (de azul para incolor) do DCPIP (Figura 23).

O DCPIP é um receptor de elétrons em reacdes quimicas e a percep¢do do potencial
(caracteristica) de degradacdo foi dada de forma visual, isto €, sem a utilizacdo de
equipamentos o que revelou ser uma técnica facil e rapida de screening.

Observou-se que com mais de 120 horas (duas semanas) de crescimento ocorre a
descoloracdo de mais 23 microrganismos, que se somando com os 65 microrganismos que



