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RESUMO

Postos de combustiveis sdo responsaveis por importantes impactos em razdo dos
petroderivados presentes exercerem pressoes seletivas, conduzindo alteracbes no metabolismo
e fisiologia de diversos grupos microbianos do solo. Bactérias e fungos utilizam rotas
metabdlicas semelhantes durante a eliminacdo de hidrocarbonetos no ambiente. Embora a
concentracdo microbiana nas &reas com longo histéricos de contaminacdo esteja
temporariamente reduzida e impedida de promover uma efetiva eliminagcdo dos
hidrocarbonetos, proporcionalmente os individuos hidrocarbonoclasticos sdo mais numerosos.
Conhecer seu potencial metabdlico possibilita emprega-los nas intervencées cujo foco seja a
remocdo biologica de petroderivados. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar micro-organismos de amostras de solo e combustivel obtido de 7 postos de
combustiveis na Grande Jodo Pessoa, conhecendo seu potencial como agente de
biorremediagé@o, por meio de ensaios rapidos e reprodutiveis. Um total de 17 linhagens foi
obtido: 8 bactérias Gram-negativas e 9 ascomicetos. Do total de isolados, 4 bactérias e 4
fungos filamentosos foram submetidos ao teste da utilizacdo de hidrocarbonetos, em sistemas
de microdiluicdo contendo meio mineral e indicador 2,6-diclorofenl indofenol (DCPIP). O
colapso da gota de 6leo ocorreu entre 48 e 96h. Em seguida fracdes contendo as células no
inicio da fase estacionaria ou os produtos excretados de seu metabolismo foram misturadas ao
Oleo diesel e Oleo combustivel na proporcdo 3:2 para determinacdo do indice de
emulsificacdo. As bactérias obtiveram um indice de aproximadamente 40% em até 72h, e para
os fungos o indice maximo foi cerca de 50% em 48h, porém as bactérias produziram uma
emulsdo mais estavel a temperatura ambiente. Nas condi¢cGes experimentais empregadas, 3
bactérias (Aeromonas hydrophila TP17, Burkholderia cepacia TP21 e Citrobacter freundii
TP20) e 2 Aspergillus sp (TP11 e TP12) foram considerados 0s microorganismos com maior

potencial de aplicacdo como agente de biorremediacao.

Palavras-chave: Petroderivados, Hidrocarbonoclasticos, Emulsificacdo, Biorremediagéo.



ABSTRACT

Gas stations are responsible for important impacts due to the present petroderivatives exerting
selective pressures, leading to changes in metabolism and physiology of various soil
microbial groups. Bacteria and fungi use similar metabolic pathways during the elimination of
hydrocarbons in the environment. Although microbial concentration in areas with a long
history of contamination is temporarily reduced and prevented from promoting effective
elimination of hydrocarbons, proportionally hydrocarbonoclastic individuals are more
numerous. Knowing their metabolic potential makes it possible to employ them in
interventions that focus on the biological removal of petroleum products. In this context, the
objective of this work was to isolate and identify microorganisms from soil and fuel samples
obtained from 7 gas stations in Greater Jodo Pessoa, knowing its potential as a bioremediation
agent through rapid and reproducible assays. A total of 17 strains were obtained: 8 gram-
negative bacteria and 9 ascomycetes. From the total of isolates, 4 bacteria and 4 filamentous
fungi were submitted to the hydrocarbon use test in microdilution systems containing mineral
medium and indicator 2,6-dichlorophenl indophenol (DCPIP). The collapse of the oil drop
occurred between 48 and 96h. Then fractions containing cells at the beginning of the
stationary phase or excreted products of their metabolism were mixed with diesel oil and fuel
oil in a 3: 2 ratio to determine the emulsification index. The bacteria obtained an index of
approximately 40% within 72h, and for the fungi the maximum index was about 50% within
48h, but the bacteria produced a more stable emulsion at room temperature. Under the
experimental conditions employed, 3 bacteria (Aeromonas hydrophila TP17, Burkholderia
cepacia TP21 and Citrobacter freundii TP20) and 2 Aspergillus sp (TP11 and TP12) were

considered the microorganisms with the highest application potential as bioremediation agent.

Keywords: Petroderivatives, Hydrocarboclastic, Emulsification, Bioremediation.
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1 - INTRODUCAO

Petrdleo € um termo genérico frequentemente empregado para denominar uma
mistura complexa e toxica de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos, heterociclicos, sais e
uma pequena fracdo de metais e compostos organometélicos, formados naturalmente, a partir
da conversdo anaerGbica de matéria organica depositada em sedimentos de baixa
permeabilidade, sob condi¢cdes especificas de pressdo e temperatura. Neste contexto, 0s
petroderivados representam uma das mais importantes classes de xenobioticos, responsaveis
por impactos negativos ao ambiente, em especial & biota, aos corpos hidricos e ao solo
(DROZDOVA et al., 2013; SIVARAMAN et al., 2011).

O solo é um ambiente caracterizado por uma alta complexidade bioldgica, a qual
contribui para a sustentabilidade de diversos ecossistemas. Neste cenario, as reacgdes
microbianas sdo a chave para recuperacdo de solos contaminados por petroderivados, ao
formarem produtos menos tdxicos e/ou mineraliza-los. Por outro lado, em ambientes com
histérico antigo de contaminacdo por hidrocarbonetos permite de forma gradual, o
estabelecimento do fenémeno de tolerdncia ao contaminante, tornando o sistema mais
resistente a estresses adicionais (LEE; OH e KIM, 2008; ZOCCA et al. 2004).

Tratando-se de postos de gasolina, os vazamentos, especialmente dos tanques,
representam a maior fonte de contaminacdo ambiental nestes estabelecimentos, e diferentes
substancias estdo envolvidas no processo, tais como: combustiveis propriamente ditos, 6leo de
motor, aditivos, lubrificantes e fluidos hidraulicos, dentre outros. Parte destes contaminantes
pode ser carregada pela agua de chuvas, agravando mais o problema, que poderia ser
minimizado se a impermeabilizacdo fosse praticada, uma vez que a maioria destes
estabelecimentos se localiza em areas virtualmente ameacadas (KHAN; VIROINAGUD e
RATPUKDI, 2004).

Em densidades populacionais apropriadas, a microbiota presente nas areas
impactadas por petroderivados utiliza diferentes estratégias metabolicas, visando superar a
natureza recalcitrante dos hidrocarbonetos e neste contexto, o isolamento de micro-
organismos hidrocarbonoclasticos, pode revelar o seu potencial como agentes de
biorremediagdo ou de producdo de biomoléculas de interesse industrial.

Partindo desta premissa, a hipotese que norteou este trabalho trata da aplicacéo

biotecnoldgica, de microorganismos degradadores de hidrocarbonetos, isolados de postos de
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abastecimento de combustiveis automotores com historico de contaminagdo, como potenciais

agentes de biorremediacéo.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Caracterizar diferentes grupos de microorganismos hidrocarbonocléstico, isolados
de amostras proveniente do solo ou de tanques de combustiveis desses locais, como parte de
uma selecdo de potenciais agente de biorremediacéo.

2.2 —ESPECIFICOS

1. Conhecer o potencial dos isolados em utilizar 6leo cru como fonte de carbono e
energia.

2. Determinar o indice de emulsificacdo dos isolados em diferentes derivados do
petréleo.

3. Conhecer a susceptibilidade dos isolados a alguns agentes antimicrobianos.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- PETROLEO

A industria do petrdleo apresenta grande importancia no desenvolvimento
econdmico mundial, pois o setor petrolifero ainda constitui a principal fonte energética. Em
funcdo da grande demanda o aumento da producdo e comercializacdo do petréleo e seus
derivados tem gerado preocupacdes relacionadas ao potencial de contaminagdo de solos e
aguas subterraneas, principalmente pela ocorréncia de acidentes ou vazamentos durante as
atividades relacionadas aos processos produtivos, de transporte e de armazenamento de
matérias-primas e produtos. Mesmo em pequenas proporgbes, a contaminagdo por
hidrocarbonetos derivados do petroleo representa um grande risco a saude humana e ao
ambiente, tendo em vista que alguns desses contaminantes sdo altamente toxicos (COSTA,
2011).

Os hidrocarbonetos do petroleo s@o uma mistura de compostos heterogéneos
saturados, aromaticos e resinas, inevitavelmente introduzidos no ambiente por diversas fontes
durante todas as fases do processamento do Oleo cru e seus derivados, isto é, da extracdo a
estocagem nos pontos de venda. Neste contexto, os postos de abastecimento de combustiveis
automotores sdo um grande risco, em razdo da localizacdo, bem como do mau estado de
conservacdo dos tanques de armazenamento, sujeitos a corrosdo quimica e microbiologica,
contribuindo para vazamentos e resultando na contaminacdo do solo e alteracdes na biota
edafica (LINDORFER;FAZENI e STEINMULLER, 2014; GAYLARDE; BENTO e
KELLEY, 1999).

3.2 - CONTAMINACAO POR PETRODERIVADOS

Postos de combustiveis constituem a maior fonte de contaminacdo de
hidrocarbonetos, nas regifes urbanas. Este ambiente e seu entorno exercem significativamente

pressOes seletivas & biota presente, em funcdo da natureza recalcitrante e/ou persistente da
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maioria dos compostos organicos envolvidos, bem como do grau de mutagenicidade variavel,
0 qual promove alterages no nimero e na atividade metabdlica da microbiota presente
(JIANG et al., 2012).

Figura 1 - Representagdo de contaminagéo do solo por um posto de combustivel

Contaminacao
Veja como acontece os vazamentos subterraneos

e — )

Pluma de
contaminacao

(area atingida

pelo combustivel) [

Tanque de
combustivel
rachado

Lencol Freatico

Fonte: Google (2016).

A fim de minimizar os danos causados e restaurar 0s ecossistemas, surge a
necessidade de remediar ambientes contaminados por petroderivados, empregando técnicas
quimicas, fisicas e biologicas que visam a eliminacdo desses poluentes (BAPTISTA et al.,
2003). Dentre as técnicas desenvolvidas, a biorremediacdo destaca-se por ser fundamentada
em métodos naturais mais adequados para a recuperacdo da qualidade ambiental a partir da
degradacédo desses contaminantes (SILVA e ESPOSITO, 2010).
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3.3 - BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo € o processo pelo qual organismos vivos tais como, bactérias,
fungos, plantas, algas verdes ou suas enzimas sdo utilizados para reduzir ou remover -
remediar - contaminag¢6es no ambiente. Utilizando processos biodegradaveis para tratamento
de residuos este processo é capaz de regenerar o equilibrio do ecossistema original. O
vantajoso € o fato de ser simples, barato e menos prejudicial que os processos ndo bioldgicos.
A utilizacdo de bactérias Pseudomonas spp. na descontaminacao de ambientes contaminados
por petr6leo € um exemplo. Essas e outras bactérias similares oxidam varios compostos
organicos perigosos, alterando-os em compostos ndo nocivos ao meio ambiente (AMABIS;
MARTHO,, J.; G. R. (2010).

Consiste na utilizacdo de microrganismos de ocorréncia natural ou cultivados,
para degradar ou imobilizar compostos organicos, em especial hidrocarbonetos de petrdleo de
ambientes contaminados. Microrganismos como bactérias e fungos filamentosos utilizam
estes compostos organicos como fonte de nutrientes e energia, transformando-os em
substancias inertes, ocasionando uma reducdo em sua concentracdo ao longo do tempo
(BEZERRA, 2009).

A degradacdo microbiana é o principal mecanismo de remocdo de
hidrocarbonetos da natureza e todo organismo capaz de assimilar e utilizar estes compostos,
para producdo de biomassa e energia € denominado por hidrocarbonoclastico. Tais micro-
organismos sdo dotados de sistemas metabdlicos complexos, os quais possibilitam alterar a
estrutura molecular dos hidrocarbonetos, transformando-os em compostos inertes ou 0s
eliminado por completo. Além disso, o isolamento e a manipulacdo de microorganismos
hidrocaronclasticos frequentemente representam uma importante estratégia de biorremediacédo
de areas negativamente impactadas (MAHJOUBI et al., 2013; BRITO et al., 2006).

Os microorganismos hidrocarbonoclasticos sdo descritos pela literatura ha mais de
um século (SOHNGEN, 1906 apud BUSHNELL e HAAS, 1941), entretanto sua aplicacio so
ocorreu com mais frequéncia nas Gltimas duas décadas. As bactérias constituem o grupo mais
importante e abundante nestes nichos, destacando o género Pseudomonas e o filo
Actinobacteria, além de espécies do dominio Archaea (LIU et al., 2009). Entretanto, outros
organismos também foram descritos como hidrocarbonoclasticos, dentre eles, fungos
filamentosos (RODRIGUEZ-RODRIGUES et al., 2010), leveduras (GALINDZ-MAYER et
al., 2008) e certas algas (WANG et al., 2013).
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3.4 —ISOLAMENTO DE MICROORGANISMO

Isolamento consiste na obtencdo de culturas puras que envolvem somente o
organismo de interesse. Na fase do isolamento, ocorre a sele¢cdo de uma colbnia atraves da
observacdo da producdo de determinado produto ou da morfologia da colénia (STANBURY,
WHITAKER E HALL, 1995).

Uma cultura livre de outros microrganismos contaminantes onde 0 microrganismo
de interesse estd presente de forma homogénea é denominada cultura axénica. Um cultivo
desse tipo da oportunidade de investigacdo de caracteristicas fisiologicas e genéticas sem a
interferéncia de outros microrganismos e em uma densidade populacional muito maior do que
a encontrada em amostras de meio ambiente. No entanto alguns fatores podem ser alterados
justamente por esse motivo, pois no meio ambiente ocorre uma interacdo entre diversas
espécies e nutrientes, podendo, por exemplo, modificar o formato, a textura e a coloragéo de
colénias (OGUNSEITAN, 2005).

O isolamento, assim como todo 0 processo que ird se desenvolver futuramente,
deve ser o mais econémico possivel, levando-se em consideracdo a produtividade que sera
obtida pelo microrganismo e 0s gastos necessarios para isolamento de tal microrganismo.
Fatores importantes na escolha de um microrganismo sao as suas caracteristicas nutricionais,
pois se almeja obter microrganismos que utilizem substratos baratos, que podem ser obtidos
através da formulacdo adequada do meio de isolamento; a temperatura 6tima, pois organismos
com temperatura 6tima de 40°C para cima facilitam o isolamento e reduz os custos de
resfriamento do fermentador; ser compativel com o fermentador utilizado e com o processo de
cultivo desejado; e deve ser geneticamente estavel, ou quando se deseja a manipulacdo
genética devem ser conhecidos os melhores mecanismos (STANBURY, WHITAKER e
HALL, 1995).

Normalmente, as coldnias de microrganismos se originam somente de uma célula
ou esporo de microrganismo. Essas coldnias apresentam caracteristicas morfoldgicas
diferentes, as quais permitem a distin¢cdo entre 0s microrganismos, como mostra a Figura 2.
No entanto, para conseguir uma visualizacdo das coldnias independentes no meio solido, é
necessario a distribuicdo uniforme das bactérias sobre a placa de Petri. (TORTORA et al.,
2006).



Figura 2 - Morfologia de colbnias bacterianas
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Fonte: PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, (2002).

O isolamento inicia-se com a escolha da fonte mais provavel de conter o
microrganismo desejado, podendo variar desde solo até aguas, ar, lodo, alimentos ou
Orgaos. Caracteristicas que um determinado organismo possui para se desenvolver em
certo ambiente sdo usadas como fatores seletivos no processo de isolamento.

Presséo seletiva é muitas vezes utilizada no isolamento de microrganismos que
se desenvolvem preferencialmente em determinado substrato, na presenca de certos
compostos ou no cultivo sob condi¢bes que sdo adversas a outros microrganismos que
ndo sdo de interesse.

Quando nao é possivel fazer uso da pressdo seletiva, utilizam-se caracteristicas
detectaveis como morfologia (tipo e forma da coldnia) ou producdo de compostos
caracteristicos de determinada espécie (como, por exemplo, a producao de antibioticos
por estreptomicetos) (STANBURY, WHITAKER E HALL, 1995).

21
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3.5-MEIOS DE CULTURA

Para fazer o isolamento de um microrganismo, deve-se empregar 0 meio de
cultivo mais adequado para o seu desenvolvimento. O meio de cultura é um material nutriente
preparado em laboratério cuja utilizacdo é importante para o0 crescimento, transporte e
estocagem de microrganismos. No preparo do meio muitas vezes emprega-se 0 ambiente
natural como modelo de composicdo, pois 0s requerimentos nutricionais dos microrganismos
refletem o tipo de ambiente onde ele é encontrado (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002).

Os meios de cultivo podem ser classificados em: meios sintéticos (quimicamente
definidos) e meios complexos. Os meios sintéticos sdo aqueles em que a composicdo quimica
exata € conhecida. Alguns microrganismos necessitam de um meio definido com muitos
fatores necessario para o crescimento e sdo denominados fastidiosos ou muito exigentes em
termos nutricionais. Meios quimicamente definidos s&o utilizados normalmente em trabalhos
experimentais em laboratérios ou para o crescimento de seres autotroficos (TORTORA et al.,
2006).

Ja os meios complexos sdo aqueles que apresentam algum componente que tem
uma composicdo varidvel. Nesse caso estdo incluidos extratos de leveduras, de carne, de
plantas ou produtos da digestdo protéica como peptonas. Quando o meio complexo esta na
forma liquida é chamado de caldo nutriente e quando esta na forma solidificada € chamado de
agar nutriente. Esses meios sdo utilizados normalmente para bactérias heterotréficas e fungos
(TORTORA et al., 2006). Meios complexos também sdo usados quando as necessidades
nutricionais de um microrganismo em particular ndo sdo conhecidas e, portanto, um meio
definido ndo pode ser construido (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002).

No caso de microrganismos anaerObios deve-se utilizar um meio especial
denominado meio redutor. Eles contém reagentes como o tioglicolato de sddio que é capaz de
se combinar com o oxigénio dissolvido, eliminando-o da cultura (TORTORA et al., 2006).

Meios de cultivo que propiciam o desenvolvimento de varios tipos de
microrganismos sdo chamados de meios de uso geral, como o tryptic soy broth. Quando esses
meios sdo complementados com algumas substancias de forma a fortifica-lo, temos entdo um
meio enriquecido.

Quando ha substancias que favorecem o crescimento de determinado organismo
e/ou inibem o de outros no meio, eles passam a serem chamados de meios seletivos. Nesses

meios hd componentes como sais de bile e cristal violeta (inibem o desenvolvimento de
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bactérias gram-positivas), substratos degradados somente por alguns tipos de microrganismos,
ou antibiéticos (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002).

Os meios de cultivo também podem ser diferenciais quando é possivel distinguir
de alguma forma os diferentes tipos de microrganismos. Por exemplo, no &gar sangue é
possivel separar bactérias hemoliticas (que formam um halo ao seu redor) de ndo-hemoliticas
(que ndo formam halo), ou no 4gar MRS com corante azul de anilina, onde as bactérias
lacteas irdo ficar azuladas e outros microrganismos nao.

Também existem os meios de enriquecimento, que sdo utilizados no isolamento
de bactérias presentes em pequeno nimero junto com outras que estdo em grande quantidade.
Ele é semelhante ao meio seletivo, sendo que a diferenca € que o microrganismo a ser
cultivado estd em pequena quantidade e seu crescimento deve ser estimulado (TORTORA et

al., 2006). O Quadro 1 resume todos esses meio e em que ocasides eles devem ser utilizados.

Quadro 1 - Meios de Cultura

Tipo Finalidade

Quimicamente | Crescimento de quimioautotréficos e autotroficos e analises

definido microbioldgicas.

Complexo Crescimento da maioria dos organismos quimio-heterotroficos.
Redutor Crescimento de anaerobios obrigatorios.

Seletivo Impedir o crescimento de microrganismos ndo desejados;

favorecer o crescimento do organismo de interesse.

Diferencial Diferenciar coldnias do organismo de interesse dos outros

microrganismos.

Enriquecimento | Semelhante ao seletivo, mas com a caracteristica importante de

aumentar o nimero de bactérias de interesse tornando-a detectavel.

Fonte: TORTORA et al., (2006).
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3.5.1 - MEIOS DE CULTURA PURA PARA BACTERIAS

Ao fazer o isolamento das culturas, ndo s6 de bactérias, mas também de outros
microrganismos, deve-se fazer uma coleta de material ambiental com instrumentos estéreis.
Bactérias existem em grande variedade na natureza, e cada tipo necessita de um meio de
isolamento diferente. Algumas necessitam agar suplementado com extratos de carne na
concentracdo de 10 a 50% do volume total, outras necessitam de infusdes feitas do material
onde foram coletadas (solo, lama, folhas, pedras, troncos, detritos). Podem ser usados também
alguns meios seletivos como dagar sangue, verde bile brilhante, MRS, ou McConkey
(DEMAIN e DAVIES, 1999).

3.5.2-MEIOS DE CULTURA PURA PARA FUNGOS

Fungos podem ser isolados de diversos materiais. Devido a sua preferéncia por
substratos que também fornecam suporte para 0 seu crescimento, eles sdo freglientemente
encontrados em matéria em decomposicdo, plantas, rochas e solo. Em uma planta, por
exemplo, dependendo do tecido que for coletado, pode-se encontrar diferentes tipos de
fungos.

Esses microrganismos também sdo bastante variados, e a mudanca de somente um
dos constituintes de um meio de cultivo pode resultar no isolamento de um fungo diferente.
Para a selecdo de um meio, deve-se considerar as condi¢des fisicas do meio de origem e o tipo
de fungo que se deseja. A luminosidade também é um fator importante as vezes, pois alguns
fungos necessitam de luz para frutificarem (DEMAIN e DAVIES, 1999).
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3.6 - ISOLAMENTO EM CULTIVO SOLIDO

Esse método é usado para o isolamento de certos produtores de enzimas, usando
meios seletivos contendo o substrato que podem ser degradados pelas enzimas produzidas
pelos microrganismos desejados.

Os estudos iniciais realizado pelo bacteriologista alemdo Robert Koch foram
muito importantes para a obtencdo de culturas puras. Antigamente, as tentativas de cultivos
eram feitas somente através de meios liquidos, sendo assim muito dificil isolar
microrganismos como bactérias. Em 1881, Koch fez uma tentativa de cultivo solido em
superficie de batata. Por volta do mesmo tempo, um associado de Koch, Frederick Loeffler,
desenvolveu o extrato de carne peptonado para o cultivo de bactérias patogénicas, e Koch
tentou solidificar esse meio (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002). Ele conseguiu atraves
da mistura do meio com gelatina em um suporte solido que permitia a sua solidificacdo, mas
tinha a desvantagem de se liquefazer a temperatura superiores a 28°C e ser degradada por
varias especies microbianas que possuem gelatinase (LECLERC et al., 1983).

Por volta do ano de 1882, passou-se a se utilizar agar como agente solidificante,
que foi descoberto por Minora Tarazaemon, um japonés dono de uma hospedaria, ao perceber
que uma sopa de algas tinha gelificado ap6s uma noite fria (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN,
2002). Outro agente solidificante é o acido silicico, o qual é quimicamente definido. Ele é
importante na preparacao de meios que devem ser rigorosamente definidos (LECLERC et al.,
1983).

3.6.1 - TECNICA DE SEMEADURA POR ESTRIAS

Esse método também é chamado de esgotamento de alca. Por meio de uma alga
metélica ou um fio de metélico ou até mesmo um swab, coleta-se uma pequena parcela do
meio de inoculo e o espalha sobre uma placa de Petri com agar fazendo movimentos em
zigue-zague, formando um caminho na forma de estrias. Existem vérias possibilidades de
fazer essas estrias, sendo ela descontinua ou continua (DROVAL, LIMA e HABU, 2001). A

forma descontinua seria feita como mostrado na Figura 3, onde sdo feitas estrias na porcéo 1
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da placa e em seguida flamba-se a alca; apds, faz-se uma retirada de bactérias da regido 1 e
espalha-se sobre a regido 2; flamba-se mais uma vez e espalha-se bactérias da regido 2 na 3.
As colbnias presentes na regido 3 estardo mais isoladas (TORTORA et al., 2006).

Fazendo de forma continua, haveria primeiramente a coleta de uma pequena
quantidade do meio de semeadura e iniciar-se-ia as estrias em uma das bordas da placa e
percorreria o fio de platina continuamente na forma de estrias até a outra borda da placa
(DROVAL, LIMA, HABU, 2001). LECLERC e colaboradores (1983) descrevem a
semeadura por estrias feita em duplicata em uma mesma placa, percorrendo a alga ou fio de
platina somente até o centro da placa, e do lado oposto fazendo o mesmo procedimento. As
colénias isoladas estardo mais ao centro e, através da repeticdo, poder-se-ia obter
microrganismos que estavam presentes na segunda amostra do in6culo, porém nao presente na
primeira.

Figura 3 - Semeadura por estrias com alca de platina
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Fonte: PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, (2002).

3.6.2 - TECNICA DE SEMEADURA POR ESPALHAMENTO

Nessa técnica, que € mostrada na Figura 4, um pequeno volume da solugdo de
microrganismos contendo de 30-300 células é transferido para o centro de uma placa de agar
ja solidificado com o auxilio de uma pipeta estéril. Em seguida, mergulha-se uma alca de
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Drigalski em &lcool e a flamba de modo a manter todo o material estéril. Com o auxilio dessa
alca, espalha-se aquele volume depositado por toda a superficie do &gar. As coldnias
cresceram espalhadas por toda a superficie do agar. (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002).

Figura 4 - Semeadura por espalhamento
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Fonte: PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002.

3.6.2 - TECNICA DE SEMEADURA POR DERRAMAMENTO

O método de semeadura por derramamento, ou também denominado de pour plate
é muito utilizado para bactérias e fungos. A amostra original é diluida de forma que quando é
feita a placa consegue-se col6nias bem separadas. Um pequeno volume da melhor diluicdo é
entdo derramado em uma placa de Petri sem agar. Em seguida, derrama-se agar fundido na
temperatura de 45°C e mistura-se 0s dois com uma agitacdo leve da placa e deixa-se 0 meio

solidificar.
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Figura 5 - Comparacéo entre o método de derramamento e de espalhamento

Fonte: TORTORA et al., 2006.

Esse método permite o crescimento de coldnias na superficie e dentro do agar,
pois algumas células foram misturadas no agar durante a sua solidificacdo, como pode ser
verificado na Figura 5, onde ha a comparacdo do crescimento ap0s a semeadura por pour
plate e por espalhamento (PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002).
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A maioria dos fungos e bactérias ndo € morta pela breve exposi¢cdo ao &gar quente,
mas microrganismos sensiveis ao calor certamente podem ser danificados pelo &gar fundido e
ficarem impossibilitados de formarem colénias. Além disso, quando se deseja identificar
microrganismos através da morfologia da colénia, esse método ndo € muito indicado, pois as

colbnias presentes dentro do &gar ndo fornecerdo dados corretos. (TORTORA et al., 2006).

4 — 1ISOLAMENTO EM CULTIVO LIiQUIDO

Os meios de enriquecimento que propiciam um grande aumento de determinada
populacdo microbiana sdo geralmente liquidos. Apos o crescimento avantajado entéo ocorre o
isolamento de determinadas células. 1sso pode ser feito como mostrado nas técnicas em estado
solido ou atraves de uma série de diluigdes em meio liquido.

Fazendo uma diluicdo em novo meio estéril, como na figura 6, espera-se que em
certo momento se obtera culturas provenientes de somente uma unica célula. E dessa forma
que é feita o isolamento e a contagem de células de Escherichia coli em aguas ou alimentos,
por exemplo (LECLERC et al., 1983).

Figura 6 - Série de diluicdo para isolamento de um microrganismo.
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Fonte: Adaptado de PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002.
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5- EMULSAO

A palavra emulsdo (EM) deriva do verbo latino emulgeo, que significa mungir,
aplicando-se, de um modo geral, a todas as preparacOes de aspecto leitoso com as
caracteristicas de um sistema disperso de duas fases liquidas. Atribui-se a Grew a obtencéao
das primeiras emulsdes para uso medicinal (PRISTA et al., 1995).

A emulsdo é um sistema cineticamente estavel, constituido basicamente por uma
fase liquida dividida na forma de goticulas no interior de outro liquido imiscivel, estabilizada
por tensoativos associados ou ndo a co-tensoativos (OLIVEIRA et al, 2004;
MCCLEMENTS, 2012; TANG et al., 2013). As emuls6es podem ser obtidas de 6leo em agua
(O /' W) se gotas de 6leo séo dispersos em agua ou agua em 6leo (W / O), se goticulas de agua
estdo dispersas em o6leo. O tamanho da gota estd tipicamente entre 0,5 ¢ 50 um. Em
consequéncia, as emulsdes tém um aspecto turvo, devido ao efeito Tyndal, efeito dptico de
espalhamento ou dispersdo da luz provocado por particulas de uma dispersdo coloidal
(BURGUERA e BURGUERA, 2012).

Como sistemas termodinamicamente instaveis, as emulsdes ndo se formam
espontaneamente. Assim, suas propriedades dependem ndo apenas de condigdes
termodinamicas como também do método de preparo, das caracteristicas de cada componente
e da ordem de adicdo dos mesmos (LIN, KURIHARA & OHTA, 1975; SAJJADI, 2006;
MCCLEMENTES, 2012; ZHANG, LIU & FAN, 2013). A sua area de superficie e a tensdo
interfacial é baixa e a energia livre de formagdo da emulsdo é maior do que zero (AG > 0) e,
como tal, apresentam uma tendéncia a separar em seus dois componentes. A degradacao fisica
das emulsdes é devido a tendéncia espontanea para uma area interfacial minima entre a fase
dispersa e 0 meio de dispersdo (BURGUERA e BURGUERA, 2012).

A fase que esta presente como goticulas nas emulsbes é geralmente chamada de
fase interna, descontinua ou dispersa, enquanto a fase na qual as goticulas encontram-se
dispersas € denominada de fase externa, dispersante ou continua. (CONSTANTINIDES,
TUSTIAN e KESSLER, 2004; AULTON, 2005; MCCLEMENTES, 2012).

Para obtencdo destes sistemas emulsionados, as propriedades fisicoquimicas e a
concentracdo do tensoativo sdo fatores relevantes para determinar o tipo de estruturas e as
propriedades reoldgicas do sistema (FORMARIZ et al., 2010). Outra variavel importante é a
escolha da fase oleosa, pois, além de garantir a biocompatibilidade do sistema, deve levar a

obtencéo de sistemas cineticamente estaveis.
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5.1 - ESTABILIDADE DAS EMULSOES

A instabilidade fisica de um sistema disperso, em particular, das emulsdes, é
causada pela separacdo de fases, promovendo mudanca considerdvel na aparéncia, na
consisténcia, na redispersibilidade ¢ na “performance” do produto (IDSON, 1993).

Segundo Daltin (2011) as principais propriedades que levam a separagdo de
emulsdes séo:

- a diferenca de densidade entre a fase Oleo e a fase &gua que propicia a forga
motriz da separacédo de fases.

- a ascensdo das goticulas de 6leo em uma emulsdo, decorrente da diferenca de
densidade entre as fases. Sendo que esta pode ser retardada pela alta viscosidade da fase
continua.

- tensdo interfacial dos dois liquidos que formam a emulsdo. Quanto maior a
tensdo interfacial dos dois liquidos que formam as emulsBes, maior a energia necessaria para a
formacdo das superficies entre as fases dessa emulsdo, jA& que a formacdo de goticulas
pequenas de 6leo em agua somente é alcangada com o aumento das superficies.

Portanto, para manter uma emulsdo estavel por mais tempo, é importante evitar a
coalescéncia das goticulas, utilizar fases com densidades mais proximas (o que nem sempre €
possivel) e atuar também na viscosidade da fase continua. E também, reduzir a tensdo
interfacial para que se possa diminuir o tamanho das goticulas sem que seja necessaria a
aplicacdo de quantidade muito grande de energia (DALTIN, 2011).

A instabilidade pode apresentar-se sob varios mecanismos, tais como, a cremagem
(creaming), a floculacdo, a coalescéncia ou a inversao de fases (Figura 7) (HUCK-IRIART et
al., 2011; ZHANG, LIU & FAN, 2013). Pode resultar ainda, da instabilidade quimica como,
alteracdo dos valores de pH, hidrélise de tensoativos, contaminacdo microbiana e processos
fotoquimicos (AZZINI, 1999).
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos mecanismos de desestabilizacdo de emulsbes do
tipo O/A. sendo a — floculagdo, b- cremagem, c- acomodacdo de ostwald, d- coalescéncia

Fonte: Adaptado de Taylor, 1998.

5.2 - EMULSIONAMENTO

Na preparagdo de uma emulsdo, os fatores susceptiveis de influenciar os
resultados finais podem ser divididos em trés grupos. (DALTIN, 2011).

Grupo 1 - Variaveis de formulacdo: natureza do agente emulsificante e das fases
aquosa e organica, incluindo-se a temperatura.

Grupo 2 - Varidveis de composicdo: proporcdo relativa de agua e Oleo e
concentracdo do emulsionante. Estas sdo variaveis extensivas.

Grupo 3 - fatores mecéanicos e de fluxo: tipo de equipamento utilizado, intensidade
de agitacdo e procedimento.

A partir do momento que se tenha as condi¢cGes de formulacdo e composicdo
definidas, € necessario realizar o processo fisico ou fisico-quimico para a dispersdo de uma
fase em outra. Ha trés formas bésicas de proceder a um emulsionamento, cada uma delas
baseadas em um principio diferente, a primeira delas consiste em produzir agitacfes
mecanicas e de fluxo, utilizando agitadores de hélice ou turbina, homogenizadores, moinhos
coloidais, dispersores ultrassdnicos e dispersores de fluxo; a segunda forma consiste em

colocar as gotas da fase interna no meio da fase externa por um processo essencialmente
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fisico, como a condensacéo de vapor por reducéo da temperatura ou a formacao de dispersdes
por precipitacdo de solugdes saturadas. Este processo é utilizado em casos e substancias
bastante especificos. E a terceira forma é a emulsificacdo espontanea, em que ocorre a
formacdo de goticulas de fase interna em uma fase externa sem a necessidade de grande
agitacdo mecanica (DALTIN, 2011).

Estudos de estabilidade devem ser realizados durante as diferentes etapas do
desenvolvimento da formulagcdo, a fim de fornecer dados que irdo permitir a selecdo do
produto que sera seguro, estavel e efetivo (CADWALLADER, 1989). Segundo Rieger (1996),
para a rapida avaliacdo da estabilidade da emulsdo, as condi¢Oes de estresse mais utilizadas
sdo a centrifugacdo e a temperatura. O teste de centrifugacdo é de grande interesse, ja que
possibilita informagdo muito rapida e comparavel sobre as propriedades de estabilidade de
diferentes emulsdes (WITTERN et al., 1985).

A centrifugacdo permite verificar a estabilidade, possibilitando observar
rapidamente a separacdo de fases da dispersdo, avaliando a coalescéncia ou a cremeacéo,
podendo dessa forma, prever se o produto ira separar em funcdo do tempo. E uma ferramenta
que permite avaliar, em curto espaco de tempo, possiveis instabilidades fisico-quimicas das
formulacdes. Neste teste, pode-se constatar rapidamente a separacdo das fases da dispersao
avaliando a coalescéncia ou cremeacdo exibidas pelas formulacdes (AZZINI, 1999;
CADWALLADERR, 1989; IDSON, 1993b; SILVA & SOARES, 1996).

O aumento da temperatura aumenta a solubilidade em &gua de emulsionantes
aniénicos e reduz a solubilidade dos tensoativos ndo ionicos. Alem disso, o aumento de
temperatura diminui a viscosidade do sistema emulsionado, 0 que aumenta a taxa de

coalescéncia e a quebra de emulsdo (DALTIN, 2011).
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Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Bioengenharia e

Microbiologia ambiental, localizados em, Centro De Tecnologia-CT e

respectivamente, na Universidade Federal da Paraiba.

4.1 - MATERIAIS

Os materiais escolhidos para este trabalho séo:

Diesel Comum;

Gasolina Comum;

Amostra de solo proximo as bombas de abastecimento;
Oleo lubrificante de motor & combust&o;

Oleo de algodio ;

4.2 - METODOS

4.2.1-PONTOS DE COLETA

Biotecnologia,

As coletas foram realizadas em postos de gasolina na Regido Metropolitana de

Jodo Pessoa-PB. Deu-se preferéncia por estabelecimentos cujo estado de conservacdo fosse

comprometido, atendendo os critérios estabelecidos pelos pesquisadores, a saber: 1- estado de

conservacdo visualmente comprometido: considerando a facil identificacdo de ferrugem nas

bombas e/ou estruturas metélicas de sustentacdo, pisos quebrados ou rachados, presenca de

manchas de 6leo e/ou vazamento de combustiveis ou vazamento de &gua; e 2- localizacdo do

estabelecimento, caracterizado por: presenca de corpos hidricos e vegetagdo no entorno e
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fluxo grande de clientes. Correspondendo ao perfil delineado, o total de 7 postos foi

selecionado, sumarizados no quadro 2, quanto a localizacdo de acordo com o sistema de

posicionamento global localizacdo do Google®.

Quadro 2 - Localizacdo dos pontos de coleta com sucesso no isolamento

Posto de gasolina Localizacéo Total de isolados
1 7°07'58"S 34°51'37"W 3
2 7°07'42"S 34°52'06"W 2
3 7°06'51"S 34°5324"W 3
4 7°10'57"S 34°54'03"W 1
5 7°08'32"S 34°55'15"W 2
6 7°07'48"S 34°51'04"W 2
7 7°07'40"S 34°51'41"W 4

4.2.2 - AMOSTRAS

Fonte: Google maps (2015).

Nos postos de gasolina foram obtidos dois tipos de amostras: do solo arenoso e do

combustivel estocado nos tanques, coletados diretamente da bomba, gasolina comum e éleo

diesel adicionado de biodiesel. As amostras foram coletadas na parte da manha, sob condicdes

assépticas segundo metodologias descritas por Genhardt et al. (1994) e Passman (2003). Do

solo foram tomadas porcGes cerca de 80-100g entre a superficie e 15 cm de profundidade, da

area central, proximo as bombas e/ou da area do entorno do posto, considerada nesse estudo,

toda area descoberta, limitadas por muros, cercas ou vias de trafego (Figura 8).
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Figura 8 - Pontos considerados para coleta das amostras de solo nos postos de gasolina: area
central préxima as bombas (A) e entorno (B). Figura adaptada de Tankstellen

Fonte : <http://images.modhoster.de/system/files/0049/6659/huge/tankstelle-zum-einbauen.jpg>. Acessado em
30 maio 2015.

As amostras foram acondicionadas em coletores apropriados esterilizados. Dos
combustiveis liquidos, cerca de 1,0-1,5L das amostras foram adquiridas e tomadas
diretamente das bombas para sistemas coletores compostos de frasco pluma ambar, dotado de
batoque e tampa rosqueada e um funil de vidro, previamente autoclavados. O material era
encaminhado diretamente para o0 processamento das analises microbiolégicas no Laboratdrio

de Microbiologia Ambiental.

4.2.3 - ANALISE MICROBIOLOGICA E ISOLAMENTO

As amostras do solo e dos combustiveis foram tratadas visando obter culturas
mistas pelo método do enriquecimento empregado por Del’ Arco e de Franca (1999). Cerca de
10 g do solo proveniente das areas de coleta foram transferidos para frascos contendo 100 mL
de caldo nutriente e incubadas sob agitacdo de 150 rpm, durante 24h a 30°C. Apos o periodo,

uma aliquota do caldo, no qual a microbiota se desenvolveu promovendo turvacdo do meio foi
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diluida e semeada por esgotamento, por sobre a superficie do meio apropriado, adicionado de
antibidtico, conforme o grupo de interesse: bactérias heterotroficas (agar nutriente + 50 mg/L
de nistatina) e fungos filamentosos e leveduras (agar Sabouraud + 50 mg/L de amoxicilina).
As placas foram incubadas a 30°C por 48 a 72h, respectivamente e as colbnias obtidas foram
isoladas, purificadas e mantidas em agar inclinado, sob refrigeracdo a 4°C, com manutencao
por meio de repiques periédicos.

Para a obtencdo de culturas mistas das amostras de gasolina e Gleo diesel, foi
utilizado o método descrito por Brown et al. (2010). Sistemas de isolamento foram
confeccionados em frascos conicos com capacidade para 500 mL de modo que propor¢édo de
6leo, agua e meio fosse de 100:25:25. Sendo assim, a mistura dos sistemas de isolamento era
formada por 50 mL do combustivel, 12,5 mL de agua destilada e 12,5 mL de meio mineral,
com a seguinte composi¢cdo: KoHPOs (0,5g/L); (NH4)2SOs (0,5 mg/L); MgSO4 (0,5 g/L);
FeCl, (10 mg/L); CaCl> (10 mg/L); MnCl. (0,1 mg/L) e ZnSO4 (0,01 mg/L); tracos de extrato
de levedura e vitaminas do complexo B2, pH 7,2+0,2. Paras as amostras contendo gasolina,
foi adicionado a mistura, NaCl 10g/L. Os frascos foram incubados sob agitacdo de 150 rpm
por 14 a 30 dias a 30°C, até a formacdo de massa microbiana na interface da fase oleosa com
a fase aquosa e/ou turbidez na fase aquosa.

A viabilidade da microbiota desenvolvida foi conhecida por meio da transferéncia
de uma aliquota da fase aquosa dos sistemas de isolamento para tubos contendo meio
enriquecido (caldo nutriente adicionado de antibiéticos) e incubados por 24h a 30°C. A
observacdo da turbidez caracterizava a viabilidade e os isolados foram obtidos por meio da
semeadura por estriamento nos meios para bactérias e fungos. As colbnias foram purificadas e

mantidas sob refrigeracdo a 4°C, com manutencdo realizada por meio de repiques periodicos.

4.2.4— IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

Nesta etapa, foi utilizado o kit Bactray® de identificagcdo bioquimica (Laborclin,

Pinhais, Brasil), cujo procedimento de utilizacdo esta apresentado na Figura 9, abaixo.
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Figura 9 - Protocolo de identificacdo bioquimica dos isolados bacterianos.

i)
=
3
=
<
g
5 +| Suspenséo = tubon® 1
McFarland
Oxidase negativa Oxidase positiva
Provas bioquimicas Bactray ®
—_— \\
Bactray I ® BactrayIII ®
Betagalactosidase Cetrimida
Arginina desidrolase Acetamida
Lisina descarboxilase Malonato
Ornitina descarboxilase Utilizag¢&o do citrato
Produgéo de H,S Maltose
Ureia Esculina
Voges-Proskauer Arginina descarboxilase
Fenilalanina Ureia
Indol Indol
Utilizag&o do citrato

Fonte - Elaborago propria, (2015).

Inicialmente foi realizado um teste para atividade da enzima citocromo oxidase,
aplicando uma amostra de cultura recente por sobre a fita reagente (Laborclin, Pinhais, Brasil)
a temperatura ambiente. A coloracdo azul formada em até dois minutos indicou resultado
positivo para o teste, enquanto o ndo surgimento de coloracdo, um resultado negativo. Em
seguida, foram confeccionadas suspensdes das culturas recentes, equivalentes ao tubo n° 1 da
escala de McFarland (= 3x10® UFC/mL) e 1 mL da suspensdo transferido para a bandeja
contendo os substratos referente ao resultado positivo para atividade da citocromo oxidase
(Bactray 111®) ou negativo (Bactray I®). Os sistemas foram levados para incubagdo a 37°C por
24h e o resultado comparado a uma tabela cuja sequéncia numérica identificou a espécie com

certeza considerada, excelente se > 99,9%; muito boa se > 99%, boa se > 90% e aceitavel se >
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80%, disponivel no sistema de identificacdo versdo web Bactray Laborclin disponivel em:

<http:// http://www.laborclin.com.br/bactray/default.asp>.

4.2.5- IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

A identificacdo foi realizada pela, Dra. Adna Cristina Barbosa de Sousa, Centro
de biotecnologia, UFPB. Utilizou-se 0 método do microcultivo (GENHARDT et al., 1994).
Inicialmente os micro-organismos foram repicados em tubos de ensaio contendo meio agar-
Sabouraud-dextrose, onde a cultura foi mantida a temperatura ambiente durante 15 dias e em
seguida, sob refrigeracdo a 4° C.

Fragmentos da cultura fangica foram inoculados no centro da placa de Petri,
contendo o meio de cultura especifico. Em seguida, as placas foram mantidas em temperatura
ambiente. As observacbes foram realizadas por 15 dias em intervalos de 48h, exceto no
altimo dia, quando o intervalo foi de 24h. As mensuracGes foram conduzidas com régua
milimetrada e empregadas para a construcdo de um grafico para a observacdo do crescimento
radial.

Para avaliacdo das microestruturas foi realizada a técnica de cultura em laminula.
Fragmentos da colbnia fungica foram colocados estrategicamente sobre o meio de cultura
agar-Sabouraud-dextrose, contidos em placas de Petri, e cobertos com uma laminula
previamente flambada. Apos o crescimento, as laminulas foram retiradas a cada 24 horas e
colocadas invertidas sobre uma lamina contendo o corante lactofenol azul de algoddo e

observada ao microscopio optico.


http://www.laborclin.com.br/bactray/default.asp
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4.2.6 — DETERMINACAO DO POTENCIAL DE DEGRADAGAO DE
HIDROCARBONETOS DO PETROLEO

Foram realizados dois ensaios de caracterizacdo do potencial de utilizacdo dos
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia a temperatura ambiente. Apenas as
linhagens identificadas foram testadas.

4.2.7- TESTE DE COLAPSO DA GOTA DE OLEO

O primeiro teste, qualitativo, verificou a utilizacdo de dleo lubrificante em sistema
de microdiluicdo segundo o método descrito por Hanson, Desai e Desai (1993). Cada po¢o na
placa foi preenchido com 1,5 mL do meio mineral e posteriormente foram transferidos 25 pL
da suspensdo microbiana originada de cultura recente, 10 pL de éleo lubrificante usado e 1,5
puL da solucdo indicadora 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). O sistema foi incubado a
temperatura ambiente por até 10 dias, com observacdes periddicas, em intervalos de 24h até o
desaparecimento da coloracdo azul do indicador. O resultado do teste foi considerado positivo

pela alteracdo da coloracdo de azul para incolor, assim como pelo colapso da gota do 0leo.

Figura 10 - llustracdo do procedimento de degradacéo de hidrocarbonetos em multipocos.

Fonte: Elaboracéo propria.
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4.2.8 — INDICE DE EMULSIFICACAO

O segundo ensaio determinou o indice de emulsifica¢do (Ex) utilizando o método
descrito por Cooper e Goldenberg (1987), conforme apresentado na Figura 11, abaixo.

Figura 11 - Protocolo do ensaio de emulsificacdo do 6leo

,I ‘ Fragfio com
/v‘ células
‘ h2
1ml. da suspensio do Agitagiio até \G X"
micro-organismo em inicio da fase .
caldo nutriente estacionaria Agitagiio por 2 minutos u

Centrifugacio @

Fragéo sem céhulas

Fonte : Elaboracéo Propria

O teste é realizado em tubos de ensaio contendo as fases aquosa e oleosa, na
proporcao 3:2, respectivamente. A presenca de agentes emulsificantes e ou surfactantes na
fase aquosa foi estudada de duas formas, uma fracdo contendo as células integras do
fermentado (F1) e a segunda, sem células (F2), correspondente ao sobrenadante apods
centrifugacdo do fermentado a 1006 xg por 5 minutos. Para a fase oleosa foram utilizados
Oleo diesel e Oleo lubrificante usado. O controle do teste empregou Oleo de algodao
gentilmente cedido pela Embrapa-Algoddo. Com as fases aquosa e oleosa misturadas, 0s
tubos foram agitados vigorosamente por 2 minutos e em seguida deixados em repouso. A cada
24h por um periodo de 3 dias seguidos, foram coletadas os valores da altura da camada de

emulsdo e altura do volume total. O Exs72 foi determinado a partir da medida da altura da
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camada da emulsdo, dividida pela altura do volume total no tubo, multiplicado por 100,

equacéo (1).
O indice de emulsificagdo foi obtido pela seguinte relagdo:

Hemulsdo
E24 = — x 100 @
Ht

Onde:

E24 = indice de emulsificacdo apos 24h (%)
Hemuisso = Altura da emulsao
H: = Altura total

Com o objetivo de avaliar a estabilidade por um tempo maior para a emulsao
formada, o indice de emulsificacdo tambem foi verificado para o tempo de 48 e 72 horas para

cada ensaio.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS
HIDROCARBNOCLASTICOS

5.1.1 - BACTERIAS

Foram isoladas oito linhagens bacterianas provenientes do solo de quatro postos

de combustiveis e estdo apresentados no Quadro 3, abaixo.

Quadro 3 - Bactérias isoladas nas amostras originadas dos postos de gasolina

Certeza do kit de
Origem Linhagem identificacdo
bioquimica (%)
Posto 1(gasolina) Acinetobacter baumannii TP15 100,0
Posto 6 (solo) Linhagem TP16 NI
Posto 6 (solo) Aeromonas hydrophila TP17 100,0
Posto 3 (solo) Linhagem TP18 NI
Posto 7 (solo) Linhagem TP19 NI
Posto 7 (solo) Citrobacter freudii TP20 99,9
Posto 7 (solo) Burkholderia cepacia TP21 100,0
Posto 7 (solo) Linhagem TP22 NI

NI — n&o identificada pelo kit Bactray®
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Figura 12 - Processo de identificacdo da bactéria TP-19, utilizando o Kit bactery 3

Fonte: Elaboragdo prépria, (2015).

A metade dos isolados foi identificada como bacilos Gram-negativos, sendo trés
deles, ndo fermentadores (TP15, TP17 e TP21) e uma enterobactéria (TP20). A literatura
sobre os organismos ditos hidrocarbonoclasticos é ampla e todos os géneros identificados ja
foram descritos utilizando diferentes hidrocarbonetos, incluindo 6leo cru e petroderivados
(PRINCE, 2005). Por outro lado, a outra metade dos isolados bacterianos
hidrocarbonoclasticos ndo pode ser identificada pelo kit bioguimico, entretanto, tratavam-se

de bacilos Gram-negativos oxidase positiva.

5.1.2 - FUNGOS

Nas condigdes oferecidas neste estudo, foi possivel obter 9 isolados de pelo menos trés
géneros distintos do Filo Ascomycota (Quadro 4).
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Quadro 4 - Fungos filamentosos isolados nos postos de gasolina

Origem Linhagem

Posto 2 (6leo diesel) Paecilomyces sp TP01

Posto 1 (solo) Penicillium sp TP02

Posto 1 (solo) Penicillium sp TPO7

Posto 2 (6leo diesel) Paecilomyces sp TP08

Posto 4 (solo)

Aspergillus sp TP09

Posto 5 (solo)

Aspergillus sp TP10

Posto 5 (solo)

Aspergillus sp TP11

Posto 3 (solo)

Aspergillus sp TP12

Posto 3 (solo)

Aspergillus sp TP13

O crescimento micelial dos isolados fungicos, com excecdo de TPO1
(Paecilomyces sp.) foi avaliado durante 15 dias em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose
(figura 13). O isolado TPO1 apresentou um crescimento mais rapido. Ao oitavo dia de
crescimento ocupou toda a superficie do meio de cultura contido na placa de Petri. Estes
resultados indicaram que o meio de cultura utilizado foi eficaz para induzir o crescimento e
esporulacdo em temperatura ambiente (x 30° C), pois garantiram o suprimento nutricional

necessario para os diferentes isolados fungicos, favorecendo o desenvolvimento in vitro.
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Figura 13 - de crescimento micelar em meio de cultura dgar-Sabouraud-dextrose
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Fonte — Elaboracdo Propria, (2015).

As estruturas vegetativas e reprodutivas presentes nos diferentes isolados fungicos
foram analisadas pela técnica de cultura em laminula. Para todos os isolados, nas primeiras 24
horas foram evidenciados apenas a formacdo do micélio ramificado. A partir das 48 horas foi
constatada a diferenciacdo micelial onde foram identificadas diferencas morfoldgicas entre as
estruturas vegetativas e reprodutivas dos diferentes isolados.

Os isolados TPO1 e TPO8, provenientes do 6leo diesel apresentaram conidioforos
simples e em ramos verticilados com duas a quatro fialides. As fidlides apresentam uma
porcdo basal intumescida e uma porcéo alongada as quais produzem e sustentam os conidios
elipsoides. Caracteristicas identificadas em espécies do género Paecilomyces. Os isolados
TP02 e TPO7 apresentaram-se biverticilados, com conidiéforos, métulas e fialides rugosos,
nas quais estdo distribuidos conidios esféricos. Estruturas caracteristicas do género
Penicillium. Nos isolados TP09, TP10, TP11, TP12 e TP13 foram identificados estruturas
caracteristicas do género Aspergillus tais como: conidi6foros simples distribuidos em forma

de cachos e dispostos sobre uma vesicula, conforme a Figura 14 abaixo.
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Figura 14 - Aspectos microscopicos destacando as estruturas micelares e reprodutivas das
linhagens TPO1 (Paecilomyces sp.), & esquerda; TP0O2 (Penicillium sp.), ao centro; e TP11
(Aspergillus sp.), a direita.

Fonte - Dra. Adna Cristina Barbosa de Sousa, Centro de biotecnologia, UFPB.

Os conidios sdo elementos reprodutivos de origem assexuada capazes de resistir
as condicdes adversas, e de germinar sob condigcdes favoraveis, garantindo a propagacdo da
espécie (VIDOTTO, 2004). Os diferentes tipos morfolégicos de conidios encontrados nos
isolados de Paecilomyces sp, Aspergillus sp e Penicillium sp séo caracterizados como
ectosporos porque sdo formados nas extremidades de hifas especiais, denominadas de
conidi6foros (BERGAMIN FILHO et al., 1995). A disposicdo dos conidi6foros, estruturas
onde estdo depositados os conidios e a forma dos conidios sdo caracteristicas taxonémicas
essenciais para distinguir as espécies dentro dos distintos géneros (ALVES, 1998).

Paecilomyces sp, Aspergillus sp e Penicillium sp sdo géneros pelos quais a
literatura registrou como fungos filamentosos hidrocarbonoclésticos, isolados de amostras de
solos contaminados, petroderivados ou do Oleo cru (CHAGAS-SPINELLI et al., 2010;
MANCERA-LOPEZ et al., 2008).
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5.2 - DEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS EM MULTIPOCOS

O ensaio avaliou de forma qualitativa o potencial de degradagéo de oito linhagens.
Dos isolados identificados, 4 bactérias (TP15, TP17, TP20 e TP21) e 4 fungos filamentosos
(TPO2, TPOY9, TP11 e TP12) foram submetidos ao teste em placas de microdiluicdo. A escolha
das linhagens foi baseada no fato do isolamento em solo, a excecdo de TP15 (A. baumannii),
proveniente de amostra de gasolina comum. A habilidade das linhagens em utilizar diferentes
hidrocarbonetos foi detectada pela observacdo do desaparecimento da coloracdo azulada do
indicador 2,6-diclorofenol indofenol — DCPIP (Figura 15), ocorrida entre 48 e 96h ap6s o

inicio do bioprocesso (Quadro 5).

Quadro 5 - Tempo observado para 0 meio perder a coloracéo azul do indicador*

Oleo ]
] . Oleo

Linhagens lubrificante _
diesel

usado

Penicillium sp. TP02 Dia 3 Dia 2
Aspergillus sp. TP09 Dia 4 Dia 3
Aspergillus sp. TP11 Dia 2 Dia 3
Aspergillus sp. TP12 Dia 2 Dia 3
Acinetobacter baumanii TP15 | Dia 3 Dia 2
Aeromonas hydrophila TP17 | Dia 3 Dia 2
Citrobacter freudii TP20 Dia 3 Dia 3
Burkholderia cepacia TP21 Dia 3 Dia 4

* DCPIP - 2,6-diclorofenol indofenol
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Figura 15 - Descoloracdo tempo dependente do 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) por
diferentes linhagens microbianas durante o crescimento em 6leo lubrificante usado (esquerda)
e Oleo diesel (direita) ao terceiro dia do ensaio.

Fonte — Elaboracgdo prépria

Observou-se que apenas a linhagem TP20 (C. freundii) consumiu igualmente os
hidrocarbonetos em 72h. Por outro lado, em 50% das linhagens, maior tempo foi demandado
para utilizacdo do Oleo lubrificante e cerca de 38% para o Oleo diesel. Este ultimo por ser
composto por um maior numero de moléculas alifaticas quando comparado ao Oleo
lubrificante, uma fracdo mais pesada obtida nas operagdes de refino do Oleo cru, rica em
naftenos. Preferencialmente micro-organismos utilizam hidrocarbonetos nesta ordem: n-
alcanos > alcanos ramificados > aromaticos de baixa massa molecular > alcanos ciclicos
(LEAHY e COLWELL, 1990).

Entre os fungos filamentosos, a degradacdo do Oleo lubrificante ocorreu em
menor tempo, se comparada ao 6leo diesel. Duas linhagens de Aspegillus sp (TP11 e TP12)
sobressairam ao Penicillium sp (TP02). Isto é explicado pelo fato do primeiro substrato ter
mais compostos aromaticos em sua composicdo, 0s quais enzimas inespecificas fungicas
agem, desestabilizando as ligagdes quimicas, utilizando-os preferencialmente como fonte de
carbono (ROMERO et al., 2010). As linhagens TP02 e TPQ09 careceram de mais tempo para
degradar o Oleo lubrificante, sugestivo da preferéncia por parte destas linhagens, por

compostos alifaticos.
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As linhagens bacterianas demandaram mais tempo para degradar o 6leo de motor
(72h) se comparado ao Oleo diesel (de 48 a 96h), exceto TP21 (Burkholderia cepacia) que
pode ter sido mais sensivel aos aditivos presentes no 0leo diesel ou ter relagdo a origem do
seu isolamento, um posto de gasolina (posto 7) apresentando vazamentos de 6leo visiveis,

sugestivo de exercer presséo seletiva na microbiota residente.

5.3— TESTE INDICE DE EMULSIFICACAO

5.3.1 - BACTERIAS

O ensaio prestou-se para uma avaliacdo quantitativa do potencial degradador das
mesmas linhagens (TP15, TP17, TP20 E TP21) testadas nos sistemas de microdiluicdo. Duas
fracGes aquosas foram avaliadas, uma contendo células (F1) e sem células (F2). Os aspectos
dos tubos de ensaio para as primeiras 48h do experimento, entdo representados nas Figuras
16, 17 e 18, respectivamente.

Figura 16 - Formacdo da emulsdo em Oleo diesel e fracdo com células (F1) e sem células
bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio.

Fonte - Elaboragdo propria, (2015).
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Figura 17 - Formacdo da emulsdo em Oleo de motor e fracdo com células (F1) e sem células
bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio.

Fonte - Elaboracdo propria, (2015).

Figura 18 - Formacdo da emulsdo em 6leo de algodao e fracdo com células (F1) e sem
células bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio.

Fonte - Elaboragéo propria, (2015).

Os resultados do indices de emulsificacdo para o exprimento em um tempo total
de até 72h, com as linhagens bacterianas nas fragdes F1 estdo apresentados nas Figuras 19, 20

e 21, respectivamente.
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Figura 19 - indice de emulsificagdo do dleo diesel em linhagens bacterianas nas fragbes F1
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Fonte - Elaboragéo propria, (2015).

Figura 20 - indice de emulsificacio do 6leo de motor em linhagens bacterianas nas fragbes
F1
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Figura 21 - indice de emulsificagio do 6leo de algoddo em linhagens bacterianas nas frages
F1
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Fonte - Elaboragéo propria, (2015).

Os resultados do indices de emulsificacdo para o experimento em um tempo total de

até 72h, com as linhagens bacterianas nas fragdes F2 estdo apresentados nas Figuras 22, 23 e
24, respectivamente.

Figura 22 - indice de emulsificacdo do dleo diesel em linhagens bacterianas nas frages F2
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Figura 23 - Indice de emulsificacio do 6leo de motor em linhagens bacterianas nas fragdes
F2
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Figura 24 - indice de emulsificagio do 6leo de algoddo em linhagens bacterianas nas frages
F2
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As linhagens bacterianas apresentaram um indice de emulsificacdo crescente tanto
para o Oleo diesel como para o éleo lubrificante, atingindo valores iguais ou superiores a 40%
em 72h. especialmente nas linhagens TP17, TP21 e TP20, observou-se que os melhores
resultados foram alcancados nas fracGes sem as células, entretanto similares aos obtidos com
a fracdo contendo as células integras. Este resultado pode ser explicado pela sintese e
excrecdo de agentes tensoativos, bem como constituintes da parede dessas bactérias
(COOPER e GOLDENBERG, 1987).

Os principais tensoativos produzidos por micro-organismos pertencem a
diferentes classes de moléculas cujas propriedades podem ser emulsificantes e/ou surfatantes.
Tais substancias interagem diretamente com o 6leo ou na interface 6leo/agua facilitando a
dissolucdo e assimilacdo dos hidrocarbonetos, sem prejuizos para a bactéria. Todo
biossurfatante € um bioemulsificante, entretanto, nem todo bioemulsificante & um
biossurfatante (SINGH; VAN HAMME e WARD, 2007).

E importante ressaltar que os maiores indices de emulsificacdo em t=72h
coincidem com os resultados do ensaio nos sistemas de microdilui¢do, ou seja, no terceiro dia,
o indicador DCPIP modificou de azul para incolor. No controle, o indice de emulsificacdo foi
discretamente inferior, possivelmente em funcdo da presenca do gossipol no 6leo de algodao,
substancia naturalmente encontrada, sem efeito toxico em bactérias, especialmente Gram-

negativas, porém mais pronunciada frente a fungos filamentosos (WANG et al., 2009).

5.3.2 - FUNGOS FILAMENTOSOS

Devido a problemas técnicos,ficou empedido a realizacdo do teste de degradacéo
com os fungos até 72h. Entdo, aplicou-se 0 mesmo protocolo experimental para as linhagens
fungicas (TP02, TP09, TP11 e TP12), onde os aspectos nos tubos de ensaio para as primeiras

48h do experimento, sdo representadas na Figuras 25, 26 e 27, respectivamente.
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Figura 25 - Formacdo da emulsdo em dGleo diesel e fracdo com células (F1) e sem células
bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio

Fonte - Elaboracdo propria, (2015).

Figura 26 - Formacao da emulsdo em 6leo de motor e fracdo com células (F1) e sem células
bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio

Fonte - Elaboragdo propria, (2015).
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Figura 27 - Formagdo da emulsdo em 6leo de algoddo e fragdo com células (F1) e sem
celulas bacterianas (F2), respectivamente, as 48h do inicio do ensaio

Fonte - Elaboracdo propria. (2015).

Os resultados do indices de emulsificacdo para o experimento em um tempo total

de até 48h, com as linhagens fungicas nas fracdes F1 estdo apresentadas nas figuras 28, 29 e
30, respectivamente.

Figura 28 - indice de emulsificacdo do dleo Diesel em linhagens bacterianas nas frages F1
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Fonte - Elaboracdo propria, (2015).
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Figura 29 - indice de emulsificacio do 6leo de motor em linhagens bacterianas nas fragdes
F1
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Fonte - Elaboracéo propria, (2015).

Figura 30 - indice de emulsificagio do 6leo de algoddo em linhagens bacterianas nas frages
F1
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Os resultados do indices de emulsificacdo para o experimento em um tempo total

de até 48h, com as linhagens fungicas nas fracdes F2 estdo apresentadas nas figuras 31, 32 e

33, respectivamente.

Figura 31 - indice de emulsificacdo do 6leo Diesel em linhagens bacterianas nas fragdes F2
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Figura 32 - indice de emulsificacio do 6leo de motor em linhagens bacterianas nas fragdes
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Figura 33 - Indice de emulsificagio do 6leo de algoddo em linhagens bacterianas nas frages
F2
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Os resultados revelaram que o género Aspergillus mostrou um potencial
degradador superior ao Penicillium. O maior indice de emulsificacdo dentre 0s micro-
organismos testados foi observado na linhagem TP11, acima de 50% em t=48h, porém o
padrdo observado divergiu ao verificado com as bactérias, ou seja, valores inferiores a 40% e
reducdo da estabilidade da emulsdo em funcdo do tempo, particularmente na fracdo com
células. Isto é justificado pelo fato dos fungos serem mais sensiveis ao 0leo combustivel,
embora sejam dotados de enzimas inespecificas capazes de atacar moléculas complexas
presentes nos petroderivados (BALLAMINUT e MATHEUS, 2007).

Por outro lado, além da linhagem TP11, TP12 atingiu indices de emulsificacdo em
menor tempo do que o observado nas bactérias. As emulsdes foram mais estaveis na presenca
do oleo lubrificante, para as fragcdes com e sem células. Isto se deu possivelmente ao fato da
producdo de enzimas e pela presenca de agentes emulsificantes na parede celular desses
organismos, 0 que aumenta a afinidade do grupo por hidrocarbonetos (JENNINGS, 1995).
Além disso, o fato da adaptacdo aos hidrocarbonetos presentes no Oleo reproduzindo o
ambiente encontrado nos postos de gasolina também deve ser considerado.

Embora o Brasil regulamente o licenciamento ambiental de postos de
combustiveis e servicos, dispondo sobre a prevengdo e controle da poluicdo, grande parte

destes estabelecimentos ainda constituem um grande risco, em razdo da localizagcdo, bem
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como do mau estado de conservacdo dos tanques de armazenamento, sujeitos a corrosdo
quimica e microbioldgica, contribuindo para vazamentos e resultando na contaminagdo do
solo e alteragBes na biota edafica (LINDORFER; FAZENI e STEINMULLER, 2014;
CONAMA, 2000).

Um achado surpreendente do estudo foi a obtencdo de duas linhagens de
Paecilomyces sp. nas amostras de 6leo diesel. Isto implica diretamente sobre o estado de
conservacdo dos tanques, sinalizando o risco de contaminac¢do do produto armazenado e por
consequéncia, anunciando um impacto ambiental iminente. Segundo Passman et al. (2001), a
ocorréncia de micro-organismos hidrocarbonoclasticos nos tanques de armazenamento se
fundamenta em dois aspectos: a presenca de agua e a capacidade de utilizacdo do carbono
proveniente do combustivel. Em complemento, Gaylarde; Bento e Kelley (1999) afirmaram
que a presenca de uma zona intermediaria entre o combustivel estocado e a 4gua carreada pela
chuva constitui um meio favoravel para o crescimento microbiano em tanques. A agua
também pode ter origem em outras diferentes fontes, tais como, a fragdo na composicdo do
proprio combustivel, o residuo produzido nas operagdes de limpeza, impermeabilizacdo
ineficaz, condensacdo de goticulas do ar e penetracdo durante o procedimento de reposicédo

nos tanques.



62

6 - CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, chegou-se as seguintes conclusdes:

Foram identificadas bactérias Gram-negativas e fungos filamentosos
(Ascomycota), isolados de amostras de solo, gasolina comum e 6leo diesel coletadas nos
postos de combustiveis.

Oito de um total de 17 linhagens foram testadas quanto a utilizacdo de
petroderivados como fonte de carbono e energia, em um intervalo de tempo de 48h a 96h,
produziram resultado positivo na degradacdo dos hidrocarbonetos na presenca do indicador
DCPIP (2,6-diclorofenol indofenol) juntamente com o colapso da gota de dleo.

As linhagens testadas apresentaram melhores desempenhos na degradacéo ao 0leo
lubrificante usado em detrimento ao 6leo diesel, no teste do indice de emulsificagéo.

Nas condicOes experimentais empregadas na selecdo de micro-organismo
hidrocarbonoclasticos, 3 bactérias e 2 fungos, obtiveram bons resultados e foram considerados
potenciais candidatos como agentes de biorremediacao.

A Dbactérias Aeromonas hydrophila foi considerada a com maior potencial
biorremediador e entre os fungos , Aspergillus sp. se mostrou mais eficiente que Penicillium
sp.como agente de biorremediacéo.

O isolamento de micro-organismos hidrocarbonoclasticos em areas com longo
historico de contaminacéo, tais como postos de gasolina, cenario desta pesquisa, implica além
dos possiveis prejuizos ao estabelecimento e dos consumidores, o fato de revelar potenciais
agentes de biorremediacdo de areas impactadas por petroderivados. Estudos futuros com os
isolados poderdo caracteriza-los com respeito ao potencial biodegradador e possivel aplicacdo

visando a remocéo de hidrocarbonetos do petroleo em solos.
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ABSTRACT

Petroderivatives from petrol stations constantly contaminate the urban environment and are responsible for
significant negative impacts on it. Fungi are one of the main groups responsible for the degradation process of
these compounds in soils. The aim of this work was to isolate and identify filamentous fungi from three petrol
stations in the Metropolitan Region of Jodo Pessoa, a municipality in Northeast Brazil. The microorganisms,
isolated from the soil and diesel oil samples, stored in the tanks, were identified by coverslip technique using
Sabouraud-Dextrose Agar. Eight fungal isolates were obtained from three different genera of the Ascomycota:
Paecilomyces (strains TPO1 and TPO8), Penicillium (strains TP02 and TPO7) and Aspergillus (strains TP04,
TPO5, TPO6 and TP13). A Simple test of hydrocarbonoclastic activity indicated that the strains recovered from
soil and fuel samples were recognized for their potential as bioremediation agents, so that they can be used in

further tests aimed the removal of petroleum hydrocarbons, particularly in soil.
Keywords: Hydrocarbonoclastic fungi. Paraiba, Urban pollution.
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I. INTRODUCTION

Petroleum Is A Generic Term Often Used
To Denote A Complex And Toxic Mixture Of
Aliphatic, Aromatic And Heterocyclic
Hydrocarbons. It Also Constitutes A Small
Fraction Of Naturally Formed Metals And
Organometallic Compounds From The Anaerobic
Conversion Of Organic Matter Deposited In Low
Permeability Sediments Under Specific Pressure
And Temperature Conditions [1]. Given This,
Petroderivatives Represent One Of The Most
Important Classes Of Xenobiotics. Responsible For
Negative Impacts On The Environment, Especially
Biota, Water Bodies And Soil [2][3].

Petrol Stations Are The Largest Source Of
Hydrocarbon Contamination In Urban Areas. This
Environment And Its Surroundings Exert
Significant Selective Pressures On The Biota
Present, Due To The Recalcitrant And/Or
Persistent Nature Of Most Of The Organic
Compounds Involved, As Well As The Degree Of
Variable Mutagenicity., Which Promotes Changes
In The Number And Metabolic Activity Of The
Present Microbiota [4].

Filamentous Fungi Present Two Major
Advantages Over Other Microorganisms When
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Used As Soil Bioremediation Agents. The First
Advantage Refers To The Morphological
Characteristics Inherent To The Group. Such As
Size And Structure, Enabling Greater Mechanical
Contact With Neighboring Areas And On The
Surface Of The Soil. Resulting From An Average
Displacement Of Hyphae By About 1 Cm?® Per Day
[51[6].

The Second And No Less Important
Advantage Of Filamentous Fungi On Bacteria
Concerns The Non-Specificity Of Their Enzymes.
It Is Known That The Enzymatic System Of
Filamentous Fungi Involves Three Main Groups:
Lignin Peroxidases, Manganese Peroxidases And
Laccases. They Are Needed For The Degradation
Process Given The Complex Molecules, Such As
Carotenoids, Lignin, Alkaloids And Terpenoids.
Occurring In Vegetal Material, Which Is The Main
Substrate Of These Microorganisms [7][8][9].

Enzymes Are Released In  High
Concentrations In An Attempt To Overcome The
Somption Or Complexation Losses Of The
Substrate. Given This, The Filamentous Fungi
Promote The First Attack On Petroleum
Hydrocarbons, Conferring An Ecological Role Of
Extreme Importance By Allowing The Formation
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Of Less Toxic And/Or More Soluble Metabolites
That Can Be Used By Other Microorganisms,
Including Other Fungal Species, As Well As By
Bacteria [10][11].

Thus, The Aim Of This Work Was To
Isolate And Identify Potentially
Hydrocarbonoclastic Filamentous Fungi Recovered
From Soil And Diesel Oil Stored In Tanks Of
Petrol Stations.

II. EXPERIMENTAL MATERIALS AND
METHODS

2.1. Samples And Collection Points

The Study Included Two Types Of
Samples, Collected In Appropriate Sterilized
Containers And Under Aseptic Conditions, At
Three Petrol Stations In The Metropolitan Region
Of Jodo Pessoa, A Municipality Located In The
Northeast Region Of Brazil (Table 1). For The Soil
Samples, About 50 g Were Taken Between The
Surface And At A 15 cm Depth, Near The Pumps
Or In The Surrounding Area. Samples Of 1L Of
Fuel Were Purchased.

Tab. 1 Location Of Collection Points For Soil And
Fuel Samples.

Site Global Position System
01 7°07'58"S 34°51'37"W
02 7°07'42"S 34°52'06"W
03 7°06'51"S 34°53'24"W

2.2 Isolation Of Hydrocarboclastic Filamentous
Fungi

Soil Fungi Were Isolated According To
The Modified Method Described By Ben Said Et
Al (2008) [12]. About 10 g Of Soil Were
Transferred To Vials Of 500 mL Capacity
Containing 100 Ml Of Nutrient Broth And
Incubated At Room Temperature For 15 Days.
Then, Samples Were Inoculated At The Central
Point Of The Surface Of Sabouraud-Dextrose Agar
(SDA) To Which Had Been Added 50 mg/L Of
Amoxicillin. After An Incubation Period Of 3 To 5
Days At 30°C, The Colonies Were Transferred To
Tubes Containing Agar And Kept Under
Refrigeration At 4°C.

Isolates From Diesel Oil Were Obtained
Using A System Using The Method Described By
Brown Et Al (2010) [13]. A Volume Of The Fuel
(50 mL) Was Transferred To A 500 mL Vial
Containing 12.5 mL Of Sterile Distilled Water And
12.5 Ml Of Mineral Broth, With The Following
Composition: K-HPO4 (0.5 g/L). (NH4)>SO4 (0.5
g/L): MgS0, (0.5 g/L), FeCl» (10 mg/L); CaCl» (10
mg/L): MnCl (0.1 mg/L) And ZnSOy (0.01 mg/L),
pH 7.2+0.2, To Which Had Been Added Traces Of
Yeast Extract And Vitamins (7.2+0.2). The System
Was Incubated For 14 Days Under Agitation Of
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150 RPM At 30°C. And The Fungal Isolate Was
Obtained As Described For The Soil Samples.

2.3 Identification Of Filamentous Fungi

Identification Was Performed By The
Coverslip  Technique  [14].  Initially = The
Microorganisms Were Collected In Test Tubes
Containing SDA, Where The Culture Was Kept At
Room Temperature For 15 Days And Then Under
Refrigeration At 4°C.

Fragments Of The Fungal Culture Were
Inoculated In The Center Of The SDA Surface. The
Plates Were Then Maintained At Room
Temperature. Observations Were Performed Over
15 Days At 48h Intervals, Except On The Last Day,
When The Interval Was 24h. The Measurements
Were Carried Out With A Millimeter Ruler And
Were Used To Construct A Graph For Radial
Growth Observation.

For The Evaluation Of  The
Microstructures, The Coverslip Plate Culture
Technique Was Performed. Fragments Of The
Fungal Colony Were Strategically Placed On The
Surface Of The SDA In The Petri Dishes And
Covered With A Pre-Flanged Coverslip. After
Growth, The Coverslips Were Removed Every 24
Hours And Placed Inverted On A Slide Containing
Violet Crystal Dye And Observed Under An
Optical Microscope. All The Experiments Were
Carried Out At The Laboratory Of Environmental
Microbiology Of The Biotechnology Center Of The
Federal University Of Paraiba.

2.4. Hydrocarbonoclastic Activity Test

A Rapid Oil Drop Collapse Test Was
Carried Out Using Microdilution Plates Containing
1.5 mL Of Mineral Broth, 25 mL Of Fungal
Suspension (108 CFU/mL), 10 mL Of Oil (Diesel
And Lubricating Oil) And 1.5 mL Of A 10%
Solution Of 2.6-Dichlorophenol Indophenol 10%
(DCPIP). The Plates Were Incubated At Room
Temperature For 10 Days With Observations Each
24h Until The Vanishing Of The Blue Color [15].

I11. RESULTS AND DISCUSSION

Under The Conditions Offered In This
Study, It Was Possible To Obtain Eight Isolates
From At Least Three Different Genera Of The
Ascomycota (Table 2).

The Mycelial Growth Of Fungal Isolates.
With The Exception Of TP13, Was Evaluated For
15 Days In SDA (Fig. 1). The Isolate TPO1 Showed
A Faster Growth. On The Eighth Day Of Growth,
It Occupied The Entire Surface Of The Culture
Medium Contained In The Petri Dish.
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Tab. 2 Origin, Identification Of Fungal Isolates And

Oil Drop Collapse Time

0il Drog
Strains  Source Genera Colapse (Days)

LO D
TPO1 Fuel Paecilomyces Sp 3 2
TPO2 Soil Penicilium Sp 2 3
TPO4 Soil Aspergillus Sp 3 4
TPO5 Soil Aspergillus Sp 2 3
TP06 Soil Aspergillus Sp 2 3
TPO7 Soil Penicillium Sp 2 3
TPO8 Fuel Paecilomyces Sp = 2 3
TP13 Soil Aspergillus Sp 2 3

LO — Lubricating Oil, D — Diesel
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Fig. 1 Size Of Seven Fungal Colonies For 15 Days
In Sabouraud-Dextrose Agar.

These Results Indicated That The Culture
Medium Used Was Effective In Promoting Growth
And Sporulation At Room Temperature (£30°C),
As It Provided The Nutritional Supply Required
For The Different Fungal Isolates, Favoring In
I'itro Development.

Fig. 2 [Illustrates The Macroscopic
Appearance Of Colonies TPO1 And TPOS5.
Exhibiting Variations In Texture And Staining. The
TPO1 Colony Presented Aerial Mycelium Of
Cottony Appearance., Containing Few Conidia And
A Brown To Cream Pigmentation (Front And Back
Of The Colony). The TP05 Colony Showed A
Velvety Dark Green Appearance With White
Borders, A Mass Of Greenish-Colored Conidia
And A Creamy Pigmentation On The Back Of The
Colony.

The Vegetative And Reproductive
Structures Present In The Different Fungal Isolates
Were Analyzed By The Coverslip Technique. For
All Isolates, Only The Formation Of The Branched
Mycelium Was Displayed In The First 24 Hours.
From The 48 Hours, The Mycelial Differentiation
Could Be Observed, Where Morphological
Differences Between The Vegetative And
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Reproductive Structures Of The Different Isolates
Were Identified.

C »
Fig. 2 Macroscopic Aspects Of Two Isolates In
Sabouraud-Dextrose Agar. TPO1, Front (A) And
Back (B) And Soil: TPOS, Front (C) And Back (D).

The TPO1 And TPO8 Isolates From Diesel
Oil  Presented Single Conidiophores And
Verticillate Twigs With Two To Four Phialides.
The Phialides Displayed An Intumescent Basal
Portion And An Elongated Portion Which
Produced And Sustained The Ellipsoid Conidia.
These Characteristics Identified The Species As
The Genus Paecilomyces.

The Isolates TP02 And TPO7 (Soil) Were
Biverticilated, With Conidiophores, Metulac And
Rough Phialides, In Which Spherical Conidia Were
Distributed. These Structures Are Characteristic Of
The Genus Penicillium. In The TP04, TP05, TP06
And TP13 Isolates Collected From The Soil,
Characteristic Structures Of The Genus Aspergillus
Were Identified. For Example, As Simple
Conidiophores Distributed In The Form Of
Bunches And Arranged On A Vesicle.

Conidia Are Reproductive Elements Of
Asexual Origin Capable Of Withstanding Adverse
Conditions, And Germinating Under Favorable
Conditions, Ensuring The Propagation Of The
Species [16]. The Different Morphological Types
Of Conidia Found In The Isolates Of Paecilomyces
sp. Aspergillus sp And Penicillium sp Are
Characterized As Ectospores Because They Are
Formed At The Extremities Of Special Hyphae,
Called Conidiophores [17]. The Arrangement Of
The Conidiophores. The Structures Where The
Conidia Are Deposited And The Form Of The
Conidia Are Essential Taxonomic Characteristics
To Distinguish The Species Within The Different
Genera [18].

Paecilomyces sp, Aspergillus sp And
Penicillium sp Are Considered Eucarpic Fungi
[19]. With Characteristics Easily Identified In
Leaflet Culture. Reproductive Structures Appeared
Only In One Part Of The Somatic Structures. The
Remaining Part Being The Vegetative Form. In
General, The Somatic Structures Are Different
From The Reproductive Ones And They Have A
Diversification Of Forms On Which Species
Classification Is Also Based [20].
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All The Genera For Which The Isolates
Were Identified Have Been Reported In The
Literature As Bioremediation Agents Of Soils
Contaminated By Petroderivatives Or Crude Oil,
Either As Axenic Cultures Or In Consortia
[21][22].

In Light Of This, Our Study Aimed To
Obtain  Hydrocarbonoclastic ~ Organisms ~ For
Bioremediation Studies. The Type Of Impacted
Area Chosen For The Collections Was Decided
Based On The Premise That At The Petrol Stations,
Where  Conservation  Status  Was  Visually
Compromised., The Contamination History Would
Guarantee Already Adapted Organisms.

In The Hydrocarbonoclastic Activity Test,
With The Exception Of The Strains Recovered
From Fuel Samples. The Lubricating Oil Drop
Collapsed Before The Diesel Oil (Table 2). This
Suggests A Preferential Use Of C20-C40 Aliphatic
Compounds As Sole Source Of Carbon, As Well
As The Possible Interference Of The Preservatives
Added To Diesel Oil On The Growth Of
Microorganisms Is This Fuel Mixture [11]. In
Addition, The Fungal Strains Isolated From The
Diesel Were More Adapted To This Fuel Than The
Strains Recovered From Soil Samples.

Although  Brazilian Regulates The
Environmental Pollution Prevention And Control
Of Petrol Stations [23]. Most Of These Facilities
Still Represent A Great Risk Due To The Location
And The Poor State Of Conservation Of Their
Storage Tanks. These Tanks Are Subject To
Chemical And Microbiological — Corrosion,
Contributing To Leaks And Resulting In Soil
Contamination And Changes In Soil Biota [24].

A Surprising Finding Of The Study Was
The Obtaining Of Two Paecilomyces sp. In The
Diesel Samples. This Is An Explicit Sign Of The
State Of Conservation Of The Tanks, Signaling
The Risk Of Contamination Of The Stored Product
And, Consequently, Revealing An Imminent
Environmental Impact [25]. According To
Literature, The Occurrence Of Hydrocarboclastic
Microorganisms In Storage Tanks Is Based On
Two Aspects: The Presence Of Water And Ability
Of The Microorganisms To Use Carbon From The
Fuel [26].

The Presence Of An Intermediate Zone
Between Stored Fuel And Water Carried By Rain
Is A Favorable Medium For Microbial Growth In
Tanks [27]. Additionally, Water May Also
Originate From Other Sources, Such As The
Fraction In The Composition Of The Fuel Itself,
The Residue Produced In The Cleaning Operations,
Ineffective Waterproofing, Condensation Of Air
Droplets And Infiltration During The Replacement
Procedure In The Tanks [25].

The Detection Of Filament Fungi In
Diesel Also Indicates That Other Micro-Organisms,

WWW.ijera.com

Such As Bacteria And Yeast, May Be Present,
Which Implies Possible Damage To The Facility
And To The Consumer. Future Studies With The
Isolates Will Be Able To Characterize Them With
Respect To The Biodegradable Potential For Their
Use In Tests Aiming At The Removal Of
Petroleum Hydrocarbons In Soils.

IV. CONCLUSIONS

All  Strains Of Filamentous Fungi
Recovered At Petrol Stations Were Recognized For
Their Potential As Bioremediation Agents. On The
Other Hand, Obtaining Fungi In The Stored Fuel
Samples Reflects The Conditions Of The Storage
Tanks, Where The Degree Of Contamination Is Not
Known, Nor The Possible Consequences Involved,
With Respect To The Environmental Impacts,
Corrosion Of The Tanks And Deterioration Of
Stock.
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