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RESUMO

Entre 2019 e 2020, 40% da zona costeira do Brasil sofreu 0 mais extenso derramamento
de 6leo em zona tropical da historia, causando impactos negativos a todos os niveis da
cadeia trofica, bem como aos servicos ecossistémicos marinhos. Muitas bactérias podem
ser usadas na remocao do 6leo, mas Pseudomonas aeruginosa é notoriamente potencial
porque € capaz de degradar hidrocarbonetos (HC) logo apés a exposicao ao 6leo. Estudos
prévios deram indicios de que a piocianina (PYQO) e outras fenazinas intermediarias
auxiliam o processo de transformacao de HC pela bactéria. Este estudo objetivou verificar
o efeito do metossulfato de fenazina (PMS), na biodegradacao do 6leo de solo arenoso
por bioaumento al6ctone com P. aeruginosa TGCO04. Os microcosmos foram preparados
contendo 50 g de areia fina e 150 g de areia de praia contaminada com 6leo pesado. O
pré-indculo foi preparado em 100 g de areia pasteurizada e suplementada com 0,5%
(m/m) de bagaco de malte de cevada, na qual foi adicionado 5 mL da suspensao
bacteriana, enriquecida com 10 pmol/L de PMS e incubada a 29+1°C por 10 dias. Apos,
porcdes do indculo foram adicionados aos microcosmos (1:10; 1:100 e 1:1000). Os
hidrocarbonetos totais do petréleo (TPH) foram reduzidos em até ~49%, enquanto os 16
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos prioritarios (HPAS), entre =37 ¢ 56%. P.
aeruginosa TGCO04 preferencialmente degradou os HPA de 4-6 anéis (80-89%), mas 0s
HPA de 2-3 anéis foram removidos em até ~37%. Na presenga do PMS houve redugao
significativa dos HC, contudo as maiores taxas de remocdo diaria de HC foram
observadas na condi¢do 1:100 sem PMS. Sementes de Zea mays foram plantadas no solo
e 0 desenvolvimento da planta foi observado por 15 dias, sendo determinadas reducdes
importantes dos parametros biofisicos da planta. Como contribuicéo, este estudo expande
0 conhecimento de que a atividade hidrocarbonoclastica de P. aeruginosa ndo é
aumentada pela adicdo de fenazinas exdgenas, mas favorece a remocao de HPA de 4-6
anéis e que o bioaumento aldctone é uma estratégia de interesse nos primeiros momentos
de um acidente de derramamento de dleo.

Palavra-chave: Biodegradacdo, Bioaumento aldctone, Metossulfato de fenazina, Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos.
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ABSTRACT

Between 2019 and 2020, 40% of Brazil's coastal areas suffered the most extensive oil
spill in a tropical zone in history, causing negative impacts at all levels of the food chain,
as well as marine ecosystem services. Many bacteria can be used in oil removal, but
Pseudomonas aeruginosa is notoriously potential because it is capable of degrading
hydrocarbons (HC) shortly after exposure to oil. Previous studies have shown that
pyocyanin (PYO) and other intermediate phenazines help the HC transformation process
by bacteria. This study aimed to verify the effect of phenazine methosulfate (PMS) on the
biodegradation of sandy soil oil by allochthonous bioaugmentation with P. aeruginosa
TGCO04. Microcosms were prepared containing 50 g of fine sand and 150 g of beach sand
contaminated with heavy oil. The pre-inoculum was prepared in 100 g of pasteurized sand
and supplemented with 0.5% (w/w) of barley malt bagasse, to which 5 mL of the bacterial
suspension was added, enriched with 10 umol/L of PMS and incubated at 29+1°C for 10
days. Afterwards, portions of the inoculum were added to the microcosms (1:10; 1:100
and 1:1000). Total petroleum hydrocarbons (TPH) were reduced by up to ~49%, while
the 16 priority polycyclic aromatic hydrocarbons (HPAs) were reduced by between ~37
and 56%. P. aeruginosa TGCO04 preferentially degraded 4-6 ring HPA (80-89%), but 2-3
ring HPA were removed by up to =37%. In the presence of PMS there was a significant
reduction in HC, however the highest rates of daily HC removal were observed in the
1:100 condition without PMS. Zea mays seeds were planted in the soil and plant
development was observed for 15 days, determining important reductions in the plant's
biophysical parameters. As a contribution, this study expands the knowledge that the
hydrocarbonoclastic activity of P. aeruginosa is not increased by the addition of
exogenous phenazines, but favors the removal of 4-6 ring HPA and that allochthonous
bioaugmentation is a strategy of interest in the early stages of an oil spill accident.

Keyword: Biodegradation, Allochthonous bioaugmentation, Phenazine methosulfate, Polycyclic aromatic
hydrocarbons.
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1. INTRODUCAO

O litoral brasileiro vivenciou um consideravel derramamento de 6leo extrapesado
entre os anos de 2019 e 2020, um material denso, caracterizado por elevado teor de
hidrocarbonetos de alta cadeia carbbnica. Esses hidrocarbonetos sdo persistentes,
representando um sério risco para a salde ambiental, na qual essa situacdo demanda ac¢oes
efetivas, principalmente por prejudicar as atividades microbianas essenciais para a
recuperacdo da agua e do solo (Cavalcanti et al., 2019; Yuan et al., 2015).

A propriedade desses compostos de se adsorverem facilmente a matéria organica
da agua e do solo, bem como aos agregados do solo, reduz drasticamente a atividade
microbiana, gerando atrasos no processo de mitigacdo dos hidrocarbonetos (Orgiazzi et
al., 2015; Watanebe et al., 2003). No entanto, sob condi¢6es adequadas, esses compostos
podem ser assimilados pela microbiota, e um gerenciamento otimizado dessas condi¢Ges
pode acelerar a taxa de biodegradacdo, através do processo conhecido como
biorremediagdo (Helmy et al., 2015).

Destacando-se no contexto da biorremediacéo, a Pseudomonas aeruginosa, uma
espécie-chave deste processo, oferece versatilidade na producdo de diferentes
metabolitos, com atencdo para as fenazinas. Estes compostos heterociclicos nitrogenados
possuem intmeras propriedades fisico-quimicas e participam de diferentes atividades
fisiologicas. A piocianina, em particular, um pigmento azul produzido por P. aeruginosa
é a fenazina especifica e fundamental para o metabolismo da bactéria. Além de suas
funcBes conhecidas, como reacdes redox, captacao de ferro, atividade antimicrobiana e
respostas densidade celular dependentes, ha evidéncias de que a piocianina possa
desempenhar papel na assimilagdo de hidrocarbonetos (Mangwani et al., 2015; Das P et
al., 2013).

O interesse recente e ainda pouco explorado sobre a funcéo da piocianina e dos
metabdlitos intermediarios fenazinicos nos processos de transformacdo de
hidrocarbonetos motivou estudos adicionais. Ocorre que a piocianina ndo é sintetizada
em grande quantidade durante a fase logaritima de crescimento e a adicdo de fenazinas
exogenas podem auxiliar o processo de remocéo do 6leo no solo.

Sendo assim, este estudo teve como intuito principal verificar o efeito de fenazinas
exogenas na biodegradacdo do 6leo de solo arenoso por bioaumento aléctone com P.
aeruginosa TGC04
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 OLEO EXTRAPESADO E EFEITOS NA MICROBIOTA APOS EXPOSICAO

Embora diferentes alternativas energéticas tenham sido desenvolvidas e
difundidas ao longo das Ultimas décadas, a dependéncia dos combustiveis fésseis ainda é
imperativa na sociedade moderna e infelizmente com ela, grandes vazamentos ainda séo
uma triste e dramaética realidade (Silva et al., 2021). Durante quase dez meses entre 2019
e 2020, registrou-se o vazamento de toneladas de 6leo cru numa faixa cerca de 3000 Km
da costa brasileira (Aradjo et al., 2021; Lessa et al., 2021). O 6leo possuia propriedades
semelhantes ao Oleo extrapesado (Oliveira et al., 2020; Zacarias et al., 2021; Nobre et al.,
2022) e causou prejuizos multifatoriais e € considerado o maior acidente da histdria do
Brasil, no Atlantico Sul (Pena et al., 2020; Estevo et al., 2021), bem como ficou
conhecido como um dos maiores desastres envolvendo derramamento de 6leo cru no
mundo, cujas consequéncias serdo sentidas por muitas décadas (Batista dos Anjos et al.,
2023).

O dleo extrapesado é caracterizado pela presenca de diversos hidrocarbonetos,
exibindo densidade superior a 0,90 g/mL, viscosidade elevada e uma significativa
quantidade de carbono em relacdo ao hidrogénio. Suas caracteristicas incluem indices
elevados de hidrocarbonetos aromaticos, parafina, enxofre, nitrogénio e metais pesados,
além de um ponto de ebuli¢do substancialmente mais alto em comparagdo com o0s 6leos
leves. No entanto, a natureza desafiadora de seus compostos derivados, especialmente 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), resulta em impactos negativos quando
derramado no ambiente. Isso ocorre porque reduz significativamente a atividade
microbiana autdctone, crucial para a recuperacdo de &reas contaminadas (Olsen e
Ramzel., 1992; Watanabe et al., 2003; Orgiazzi et al., 2015).

Os hidrocarbonetos, em particular os policiclicos aromaticos, sdo compostos
danosos ao ambiente podendo apresentar elevada toxicidade, efeitos carcinogénicos e
mutagénicos (Abdel- shafy; Mansour 2016), no qual a agencia ambiental estadunidense
(USEPA) lista dezesseis HPAs prioritarios (Figura 1).

Os HPAs formam um grupo de moléculas, caracterizadas pela presenca de dois
ou até mais de vinte anéis aromaticos ou cicloalcanos, condensados e rearranjados em
inimeras configuragdes (Kim et al., 2013). Dentro dos contaminantes organicos presentes
no ambiente, os HPAS sdo 0s mais comuns e 0s mais investigados quanto aos seus efeitos
biolégicos (Azevedo et al., 2013). Sdo classificados em dois grupos de acordo com o

ndmero de anéis: de baixa massa molecular, dotados de dois ou trés anéis e de alta massa
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molecular, com quatro ou mais anéis (Daugulis; McCracken, 2003).

Figura 1 — Estruturas quimicas dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

prioritarios da USEPA
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Fonte: Vasconcelos, 2011.

Em situacdes de vazamento de 6leo de grande amplitude, observa-se uma
alteracdo da razdo C:N:P na area do acidente (Jacques et al.,2007). A exposi¢do aos
hidrocarbonetos promove mudancas drasticas na microbiota autdctone (Sarkar et al.,
2016) e uma comunidade hidrocarbonocléstica se torna dominante em seguida (Teramoto
et al., 2013). Os microrganismos sdo as entidades majoritariamente envolvidas na
transformacdo de hidrocarbonetos na natureza (Baek et al., 2004), porém optar pelo
processo de desintoxicac¢ao natural ndo parece ser a decisdo mais apropriada uma vez que
as zonas costeiras sao areas muito frageis (Disner e Torres, 2020), 0 que necessita

intervencdo de alguma natureza.

2.2 BIDAUMENTO COMO ESTRATEGIA DE BIORREMEDIA(}AO

Biorremediacdo refere-se ao processo destinado a acelerar a taxa de
biodegradacdo de uma ampla variedade de contaminantes, visando a rapida recuperacao
de um determinado sitio. Alem disso, a biorremediacdo representa uma alternativa
atrativa e economicamente viavel, baseando-se no estimulo da atividade metabdlica
microbiana para a conversdo dos xenobioticos em metabdlitos de menor toxicidade, bem
como na producéo de biomassa (Chaineau et al., 2005).

Entre os métodos de biorremediacdo para 0s casos em que a microbiota esteja

inibida ou inativada, caracterizando a necessidade mais enérgica de intervencdo apos o
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vazamento de 0leo, sobressai-se a abordagem de bioaumento. Essa técnica envolve a
introdugdo de uma linhagem particular ou de um ou varios organismos em consorcio, com
0 proposito de intensificar a atividade biolégica em um sistema especifico (Herrero e
Stuckey, 2015; Shah, 2017; Szaja, 2018), proporcionando, dessa forma, uma facilitacdo
no processo de remediacéo.

Em um cenério de contaminagdo, a intervencdo emergencial pode exigir a
inoculagdo de alta densidade celular de microrganismos al6ctones hidrocarbonoclasticos
competentes quando a populacdo autdctone ndo estd capaz de manter uma degradacgéo
eficiente do contaminante (Brzeszcz et al., 2020). O bioaumento é baseado na
sobrevivéncia celular e na manutencdo da atividade catabdlica do inoculante frente aos
hidrocarbonetos de petroleo (Nowak and Mrozik, 2016). A técnica € muito efetiva nos
estagios iniciais do processo (Wozniak-Karczewska et al., 2019), quando cerca de 70 a
75% dos hidrocarbonetos do petroleo podem ser transformados entre cerca de 30 e 100
dias (Cavalcanti et al., 2019).

O bioaumento tem se destacado como uma estratégia eficaz para aprimorar o
tratamento de contaminantes (Zhang et al., 2017), otimizando o catabolismo de
compostos especificos (Herrero e Stuckey, 2015). Essa abordagem néo apenas contribui
significativamente para a remocao de contaminantes na matriz contaminada (Cavalcanti,
2019) como também desempenha um papel fundamental na reducdo do tempo e dos

custos associados ao tratamento (Speight e EI-Gendy, 2018; Skinder et al., 2020).

2.3 Pseudomonas aeruginosa

Por sua constituicdo, as bactérias Gram-negativas sdo mais promissoras em termos
de tratamento por bioaumento (Abena et al., 2019) e Pseudomonas aeruginosa € a espécie
hidrocarbonoclastica mais importante (Ojewumi et al., 2018). P. aeruginosa € um bacilo
ubiquo, monotriquio, ndo fermentador, que mede 0,5 x 1,5 um, tendo a 4gua doce e solo
como habitat preferenciais (Viana et al., 2017).

Além disso, uma de suas maiores caracteristicas é a notavel plasticidade
metabolica, que permite a permanéncia em ambientes desfavoraveis, tais como solos
contaminados, ambientes aquaticos poluidos e condi¢Bes adversas de temperatura. Por
conta desta caracteristica, P. aeruginosa utiliza mais de 90 moléculas como fonte de
carbono e energia, 0 que confere vantagens seletivas, reforcando sua reputacdo de
resiliente (Scott-Thomaz, 2010). Nesse cenario, a P. aeruginosa emerge como uma

ferramenta versatil para aplicagdes biotecnologicas diversas, como a produgdo de
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metabolitos atdxicos ou de baixa toxicidade ambiental. Destaca-se, por exemplo, seu
potencial na sintese industrial de biossurfactantes, como os ramnolipidios (Corréa et al.,
2015), ampliando suas aplicacOes para a descontaminacéao de areas afetadas por diversos
xenobidticos, incluindo petroderivados (Aislabie, 2006) e herbicidas (Leonel, 2018).

Ela é abundante em solos contaminados por hidrocarbonetos do petroleo,
assumindo papel-chave ecoldgico na desintoxicagdo do solo (Crone et al., 2020; Huang
et al., 2021). Em complemento, P. aeruginosa exibe uma versatilidade fisiologica e
metabolica, que resultam no aumento da biodisponibilidade dos contaminantes (Zhao et
al., 2018), assim como de sua assimilacdo, podendo transformar hidrocarbonetos
parafinicos (Karamalidis et al. 2010), naftenos (Shekhar et al., 2015), aromaticos (Zhang
et al. 2015) e policiclicos aromaticos (Filinov et al. 2010).

2.4 FENAZINAS

P. aeruginosa é proficiente na producdo de uma miriade de metabolitos
secundarios (Depke et al., 2020). Alguns deles, como as fenazinas, sdo moléculas
sintetizadas sob situacdes de estresse ambiental, incluindo condices limitantes de
nutrientes, exposicdo a moléculas complexas, estresse oxidativo e competicdo (Arruda et
al., 2019).

As fenazinas, caracterizadas por sua natureza pigmentada, atividade redox,
composicdo nitrogenada e estrutura aromatica e heterociclica com derivados carboxi-,
hidroxi- e metil-substituidos (Figura 2), representam um grupo de metabdlitos
secundérios encontrados em diversas bactérias do solo, abrangendo tanto Gram-
negativas, como Pseudomonas spp., além de actinobactérias Gram-positivas, como
Streptomyces spp. (Laursen et al., 2004; Jimenez et al., 2012; Guttenberger et al., 2017).
Para P. aeruginosa destaca-se a producdo da piocianina (PYO), o acido fenazina-1-
carboxilico (PCA), a 1-hidrofenzina (1-OH-PHZ), a fenazinal-carboxiamida (PCN) e as
piorrubinas (Mavrodi et al., 2001; Saranya et al., 2012; Abu et al., 2013).

Figura 2 — Estrutura do ndcleo das fenazinas.

/“
|
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Fonte: Rada et al., 2013.
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A fenazina especifica da P. aeruginosa é a piocianina, sua producdo é controlada
por quorum-sensing, um processo regulado pela densidade celular, que envolve a
secrecdo e a assimilacdo de substéncias conhecidas como autoindutores (Mavrodi et al.,
2001). A sintese da PYO se inicia na via do acido chiquimico, tendo como precursor esse
acido. Dois operons, contendo sete genes, regulam a conversdo do acido corismico em
acido fenazina-1-carboxilico. Os genes phzM e phzS desempenham papel crucial no
controle das duas reagdes que conduzem a formagao da piocianina. Primeiramente, ocorre
a producdo do acido 5-metilfenazina-1-carboxilico betaina, com a catalise da
metiltransferase fenazina-especifica (PhzM), uma enzima classificada como S-
adenosilmetionina transferase metil-dependente. Em seguida, esse produto é submetido a
catélise pela mono-oxigenase flavina-dependente (PhzS), que promove a hidroxilacdo da
betaina do acido 5-metilfenazina-1-carboxilico em 1-hidroxi-5-metil fenazina, resultando
na PYO, uma fenazina natural (Figura 3) (Mavrodi et al., 2001; Jayaseelan;

Ramaswamy; Dharmaraj, 2014).

Figura 3 — Rota de producéo da piocianina.
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Fonte: Adaptado de Abu et al., 2013; Mavrodi et al., 2001.

A PYO destaca-se por sua fun¢do como uma molécula sinalizadora dos sistemas
de quorum-sensing (Goncalves e Vasconcelos, 2021) e oferecem vantagens que
contribuem com a manutencdo de P. aeruginosa, por meio de diferentes mecanismos, em
que a producdo de metabdlitos fenazinicos auxiliam na competitividade e viruléncia de
seus produtores (Mahajan-Miklos et al., 1999; Mazzola et al., 1992).

Nessa perspectiva, a PYO esta associada ao mecanismo de resposta as altas

pressdes seletivas exercidas pelo ambiente (Bahari et al. 2017) e sob esta optica, a PYO
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e outras fenazinas podem desempenhar um papel crucial nos processos que envolvem a
degradacdo do 0leo, baseando-se na premissa de que a PYO age como carreador de
elétrons na presenca de oxigénio e ao formar radicais livres pode atacar o0s
hidrocarbonetos ciclicos e saturados (Abdelaziz et al., 2022).

Ha relato da utilizagéo de hexano e tolueno como substratos para a sintese de PYO
(Ozdal et al., 2019). Adicionalmente, a correlacdo entre a sintese de PYO e a produgéo
de biossurfactantes foi relatada pela primeira vez por Das e Ma (2013), quando cultivada
em meio mineral, produziu cerca de 10 pg/mL, coincidindo com indices de emulsificacédo
de trés petroderivados, que variaram entre 60 e 75%. Uma segunda linhagem produtora
de aproximadamente 5 pg/mL, refletiu indices de emulsificacdo entre 25 e 40%. Em
complemento, nosso grupo de estudo observou que a diferenca cerca de 60 vezes entre as
concentragdes produzidas de PYO por diferentes isolados de P. aeruginosa resultou num
aumento de 65% da remocdo de pireno e 45% de antraceno de um solo arenoso. Além
disso, foi verificada uma elevada correlacdo entre a sintese de PYO e a emulsificacdo de
uma mistura de 6leo lubrificante (Viana et al., 2018). Seguindo essa premissa, a incluséo
de fenazina exdgena em um ensaio de remocdo de hidrocarbonetos pode estimular um
aumento na producdo de PYO, potencializando a atividade hidrocarbonoclastica de P.
aeruginosa e, por conseguinte, aprimorando a eficacia da biorremediagdo em ambientes

contaminados.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da adicdo de fenazina exdgena, na reducdo dos teores de
hidrocarbonetos de um solo de praia contaminado por 6leo, empregando bioaumento

aloctone com Pseudomonas aeruginosa TGCO4.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Selecionar a fenazina exdgena [metossulfato de fenazina e/ou fenazina] a partir
da quantificac¢do de piocianina;
e Avaliar a degradacao dos 16 HPAs prioritarios € dos TPH com e sem adi¢do da
fenazina exdgena selecionada;

e Realizar teste de ecotoxicidade do solo apds o tratamento.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 SOLO E CONTAMINANTE

A areia da praia contaminada com o 6leo cru foi coletada em 2019, na faixa
litoranea do municipio de Tamandaré (Pernambuco, Brasil) e misturada com areia grossa
de praia, isenta de contaminacgdo por hidrocarbonetos. Foram realizados 10 ensaios de
caracterizagdo fisico-quimica nas amostras de areia, a saber: carbono orgénico total,
nitrogénio total, fésforo total, argila, silte, areia grossa, areia fina, capacidade de retengéo
da agua, TPH e HPAs, juntamente com as caracteristicas do bagaco de malte de cevada

(BMC), utilizado como um bioestimulante na preparacéo do pré-inoculo.

4.2 Pseudomonas aeruginosa TGC04

A linhagem foi originalmente obtida de solo de posto de gasolina e esta registrada
no cadastro brasileiro de patrimdnio genético e conhecimento associado (#A404D65) e na
colecdo de cultura do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco, sob cadastro UFPEDA 1063B (Figura 4). Para a aclimatacdo ao contaminante,
foi preparada uma suspenséo em NaCl 0,85%, com turbidez padronizada em 0,4 a 600 nm
(Cawley et al., 2019) e 1 mL da suspensdo foi transferido para 100 mL de meio mineral,
composto por (mg/L): KoHPO4 (500); (NH4)2S04 (500); MgSO4 (500), FeCl, (10); CaCl.
(10); NaCl (25); MnCl2 (0,1), ZnSQO4 (0,01), extrato de levedura (500) e duas gotas de
solucao de complexo B, pH 7,2 £ 0,2 (Del’Arco e de Franca, 2001), suplementado com 10
pg/mL de metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma-Aldrich, China) e adicionado com 1% de
areia contaminada (m/v). O sistema foi incubado sob agitacdo de 150 rpm, a 29 £+ 1°C por
5-7 dias. Com a emulsificacdo do dleo, nova aliquota de 1 mL foi transferida para novo

frasco até atingir 10% (w/v).
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Figura 4 — Linhagem Pseudomonas aeruginosa TGC04 acrescidos em agar cetrimida.

Fonte: autoria propria (2023)

4.3 PRODUCAO E QUANTIFICACAO DE PIOCIANINA

Foram testadas duas fenazinas exdgenas sintéticas: Metossulfato de Fenazina
(PMS) (Sigma-Aldrich China; lote #SYN1371310, pureza 90%) e Fenazina (PNZ) (Sigma-
Aldrich Ucrania; lote #MKCG5144, pureza 98%). As respectivas solucdes estoques foram
preparadas de em solucdo de DMSO 1% de modo que nos ensaios fossem testadas trés
concentragdes: 1, 5 e 10 pmol/L. As solugdes foram adicionadas a 20 mL de agar cetrimida,
em placas de Petri e em seguida, a linhagem foi inoculada por espalhamento e incubada
por 72h a 29+1°C (Figura 5).

Figura 5 — Etapas da producéo da piocianina em agar cetrimida. Sem adi¢éo de

fenazina (A), adigdo de Metossulfato de Fenazia (B) e adi¢do de Fenazina (C).

Fonte: autoria propria (2023)
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A quantificacdo de PYO foi realizada por extracdo em base sélida (Abou et al.,
2018), com modificacGes. O &gar foi cortado em pequenos cubos e transferido para tubos
contendo 20 mL de cloroférmio. Apo6s agitagdo por 10 minutos, a fase organica foi separada
e 10 mL de solucdo de HCI 0,2 mol/L foi adicionada. Seguida de nova agitacao, a fase
contendo PYO protonada (rosa) foi cuidadosamente neutralizada com tris-HCI 1,5 mol/L
até retomar a cor azul. A concentracdo de PYO, em pg/mL, foi determinada pela aplicacdo
do valor da densidade dptica (OD) a 580 nm (Quimica U2M), da fase neutralizada a
equacdo construida com base na curva padrdo: PYO = [OD580 — 6x10-4] + 14,026 (r =
0,9999), preparada com PYO 98% (Merck KGaA, Alemanha) (Figura 6). Uma vez
conhecida a concentragéo de piocianina em pg/mL, foi realizada a converséo considerando
o volume do cilindro formado com o &gar na placa (20 ml).

Figura 6 — Quantificacio da piocianina em base sdlida. Agar submerso em
cloroférmio (A), Fase contendo piocianina protonada (B) e fase neutralizada com tris-
HCI (C).

7 B <
Fonte: autoria propria (2023)
4.4 PRE-INOCULO

O pré-indculo foi preparado com adaptacdes a estratégia descrita por Innemanova
et al. (2018). A modificacéo foi em razéo da suplementacdo da areia com bagaco de malte
de cevada, que foi caracterizado quanto os teores de Carbono Organico Total, Nitrogénio
Total e Fésforo Total. Inicialmente em um reator de escala reduzida (Figura 7), 100 g da
areia de praia foram pasteurizadas a 60°C por 30 minutos (Franco-Hernandez et al., 2003).
Ap0s, misturou-se 0 BMC esterelizado 0,5% (m/m) a areia contaminada e 5 mL do indculo
(aproximadamente 10* UFC/mL), preparado em caldo MWY (500 mg/L de extrato de
levedura e agua mineral quantum sufficit, com ou sem adicdo de 0,1 mL de PMS 10
pumol/L). A mistura foi incubada a 29+1°C por 10 dias com o teor de umidade mantido de
60 a 70% da capacidade de retencdo de agua do solo, corrigido com &gua destilada
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esterilizada e ao final dos dez dias, a densidade celular (UFC/g) aumentou duas unidades

logaritmicas.

Figura 7 — Reator elaborado para a preparagédo do pré-indculo.

Fonte: autoria propria (2023)

4.5 ENSAIO DE BIOAUMENTO

Foram preparados microcosmos com capacidade para 400 mL, preenchidos com
200 g de solo pasteurizado, distribuidos em duas camadas: 50 g de areia grossa como base,
completados com 150 g de areia de praia contaminada com o 6leo cru (Sundaram et al.,
2013). Em seguida, por¢des do pré-inoculo (raz&o indculo areia:6leo de 1:10; 1:100 e
1:1000) foram transferidas para 0s microcosmos e misturadas novamente.

Os microcosmos foram incubados a 29°C por 21 dias e as concentracdes residuais
do TPH dos 16 HPAs foram determinadas por cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massa nos laboratérios da Brasil - Mérieux NutriSciences, Paulista-PE.
As perdas abioticas foram conhecidas em microcosmos contendo a mesma quantidade de
solo, mantido esterilizado pela adi¢do de solucéo de nitrato de prata 10% m/m (Vasudevan
e Rajaram, 2001). A quantificacdo celular no solo foi realizada por pour plate e expressa
em UFC/g.

4.6 TESTE DE ECOTOXICIDADE
O teste avaliou a germinagdo de sementes de Zea mays (tamanho=12,0+0,9 mm) e
Cucumis anguria (tamanho=1,4+0,3 mm) e o desenvolvimento da planta. Apds 21 dias do

ensaio, aliquotas de 15g do solo po6s ensaio do bioaumento, foram tomadas dos
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microcosmos e 5 sementes, previamente higienizadas com solucao de hipoclorito de sodio
2%, e verificadas quanto a integridade do tegumento, foram plantadas. A incubacéo
ocorreu por 15 dias em ambiente fechado & 25 °C, com rega controlada e fotoperiodo 12/12.
Com 15 dias de cultivo foram determinados padrdes biofisicos de biomassa Umida, altura
das plantas, e o numero de folhas viaveis para calcular os percentuais de reducédo desses
parametros (Dourado-Neto et al., 2003). O controle do teste foi realizado em matriz arenosa
sem contaminacéo por hidrocarbonetos, e contendo uma razdo C:N:P de 100:40:40.

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como a média + desvio padrdo. Para a verificacdo da distribuicdo normal dos dados, 0s
valores foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk. A homoscedasticidade foi testada e
checada pelo teste de Levene e quando os dados ndo seguiam distribuicdo normal, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Conover, ajustado pelo teste de
Hochberg.
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5.1 CARACTERIZACAO DO SOLO E DO SUPLEMENTO DO PRE-INOCULO

Dos parametros analisados na areia contaminada com 6leo (ACO) empregado neste

estudo (Tabelal), o TPH atingiu um valor significativo na concentracdo de 25.900 mg/Kg.

A analises dos 16 HPAs revelou a presenca desses compostos em diferentes concentracdes,

destacando-se o fenantreno (25,6 mg/Kg), criseno (13,5 mg/Kg) e pireno (13,0 mg/Kg),

indicando a presenca de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em niveis variados. A

razdo C:N foi aproximadamente 1:737, indicando uma proporc¢do muito alta de carbono em

relacdo ao nitrogénio. A razdo C:N:P inicial nos microcosmos no momento da inoculagéo
da P. aeruginosa TGCO04 era de 100:0,1:0,003.

Tabela 1 — Caracterizacdo das amostras de solo e bagaco de malte de cevada.

Parametros Resultados Referéncia
ACO ANC BMC

Carbono Organico Total (% m/m) 25976 0,74 1200 USEPA 9060

Nitrogénio Total (mg/Kg) 35,2 31,8 497,10 USEPA 315.2

Fésforo Total (mg/Kg) <1 3,04 421 USEPA 365.3

Argila (%) 0,99 0,80 ISO 13320: 2009

Silte (%) 129 640 -

Avreia grossa (%) 1,86 60,10 ---

Areia fina (%) 9586 32,70 ---

Capacidade de Retencio de Agua (%) 16,2 30,1 Cavalcanti et al. (2019)

TPH (mg/Kg) 25900 --- USEPA 8015

Gasolina (mg/Kg) <134 -

Querosene (mg/Kg) 320

Diesel (mg/Kg) 5160  ---

Oleo Lubrificante (mg/Kg) 20400 ---

16 HPAs (mg/Kg) 7583 - USEPA 8270

Acenafteno (mg/Kg) <027 --

Acenaftileno (mg/Kg) <027 --

Antraceno (mg/Kg) 3,47

Fenantreno (mg/Kg) 25,6

Fluoreno (mg/Kg) 4,13

Naftaleno (mg/Kg) 2,67

Benzo[a]antraceno (mg/Kg) 7,94
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Benzo[a]pireno (mg/Kg) 3,36
Benzo[b]fluoranteno (mg/Kg) <027 --
Benzo[g,h,i]perileno (mg/Kg) <027 --
Benzo[k]fluoranteno (mg/Kg) <027 --
Criseno (mg/Kg) 13,5
Dibenzo[a,h]antraceno (mg/Kg) <0,27 -
Fluoranteno (mg/Kg) <027 --
Indeno[1,2,3, c-d]pireno (mg/Kg) <027 --
Pireno (mg/Kg) 13,0

ACO - Areia contaminada por 6leo; ANC — Areia ndo contaminada; BMC — Bagaco de malte de cevada
Fonte: Autor (2024)

5.2 PRODUCAO E QUANTIFICACAO DE PIOCIANINA

Inicialmente foi verificada a capacidade de producdo de PYO por P. aeruginosa
TGCO04 na presenca das fenazinas exdgenas (Figura 8). Houve apenas a producdo de
PY O nos meios contendo 10 pumol/L de PMS (7,37+0,10 pg/L) e PNZ (0,54+0,10 pg/L).
Sem as fenazinas exdgenas foi produzido 1,90+0,10 pg/L de PYO. Desta forma foi

escolhido o PMS para os ensaios de degradacéo.

Figura 8 — Producdo de piocianina na presenca de fenazinas exdgenas.
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Fonte: autoria propria (2024)

5.3 REMOCAOS DOS HIDROCARBONETOS TOTAIS DO PETROLEO (TPH) E
DOS 16 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAS)

Ap0s trés semanas, nas condigdes deste estudo sobre o efeito da adicdo de PMS
na degradacdo dos hidrocarbonetos, verificou-se uma redugdo entre aproximadamente 37

e 56% dos 16 HPAs (Figura 9 1) nas trés razdes indculo: areia testadas, observando-se o
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consumo preferencial por HPAs de 4-6 anéis (=80-89%, p=0,02), mas nao acelerou o
tratamento comparando-se aos microcosmos sem PMS (Figura 9 1l1).
Benzo[a]fluoranteno foi o HPA menos assimilado, enquanto os demais foram
degradados, com destaque aos dois HPAs mais concentrados no areia: criseno e pireno.

Para os HPAs de 2-3 anéis (Figura 9 1V), o tamanho do in6culo e a presenca do
PMS foram fatores importantes que influenciaram na remocéo destes hidrocarbonetos,
entre cerca de 14 e 38% (p=0,01). Os HPAs de 2-3 anéis mais prevalentes eram
fenantreno, fluoreno e antraceno, e praticamente foram todos removidos. Por outro lado,
naftaleno ndo foi transformado, sugestivo de que ndo estava biodisponivel (Tabela 2).
Adicionalmente, os resultados com os HPAs de 2-3 anéis foram semelhantes a todos os
16 HPAs juntos.

Os TPH foram menos transformados pela linhagem P. aeruginosa TGC04
(Figura 9 11) e somente na condicdo 1:100 sem PMS verificou-se o maior percentual de
degradacéo (aproximadamente 50%). Adicionalmente, os resultados mais significativos
foram observados nos tratamentos sem PMS e a condi¢do 1:100 de inoculante: areia

favoreceu a maior reducao dos teores de hidrocarbonetos totais.

Tabela 2 — Percentual de reducédo dos hidrocarbonetos por Pseudomonas aeruginosa
TGCO04 (p = 0,02).

Tratamentos X16 HPAs X HPAs4-6 anéis X HPAs 2-3 anéis TPH PYO
(Ho/L)

1:10 (PMS) 47,3£0,1 81,0+0,1 27,1£0,1 4,2+0,1 7,37£0,10
1:10 38,4+0,1 89,1+0,1 15,6+0,1 1,3+0,1 1,90+0,10
1:100 (PMS) 37,440,1 81,0£0,1 14,2+0,1 8,4+0,1 7,3740,10
1:100 56,4+0,1 89,1+0,1 33,5+0,1 49,0+0,1  1,90+0,10
1:1000 (PMS) 55,8+0,1 80,9+0,1 37,840,1 0,6+0,1 7,37+0,10
1:1000 50,7+0,1 89,0+0,1 23,740,1 9,840,1 1,90+0,10

316 HPAs — Soma dos 16 hidrocarbonetos policiclicos arométicos; > 4-6 HPAs — Soma dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos com 4 a 6 anéis; Y 2-3 HPAs — Soma dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com 2 a
3 anéis; TPH — Hidrocarbonetos Totais de Petréleo; PYO — Piocianina; PMS — Metossulfato de Fenazina; Razdo
indculo:areia de 1:10, 1:100 e 1:1000.

Fonte: Autor (2024)
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Figura 9 — Efeito do metossulfato de fenazina na reducéo dos hidrocarbonetos (%).
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Razdao indculo:areia de 1:10 (vermelho), 1:100 (verde) e 1:1000 (azul). Os ndmeros indicam presenca
(1) e auséncia (0) de PMS nos microcosmos: | (p=0,01); e Il (p=0,01); Il (p =0,01); IV (p=0,02).

Observando a Tabela 3, nos microcosmos contendo PMS, os 16 HPAs tiveram as

maiores taxas de remocao diaria, levados pelos HPAs de 4-6 anéis, nas condic¢bes 1:1000

e 1:10.

Tabela 3 — Taxa de remocdo diaria dos hidrocarbonetos (p= 0,01). Os nimeros em

negrito representam as maiores taxas, comparado a mesma condi¢cdo com ou sem

metossulfato de fenazina.

Taxa de degradacéo (+0.10 mg/Kg)

Y HPAs 2-3 anéis X HPAs 4-6 anéis TPH

Tratamentos
X 16 HPAs

1:10 (PMS) 2,25 1,29
1:10 1,82 0,74
1:100 (PMS) 1,78 0,68
1:100 2,69 1,60
1:1000 (PMS) 2,66 1,80
1:1000 2,41 1,13

3,86
4,24
3,86
4,24
3,85
4,23

0,20
0,06
0,40
2,33
0,03
0,47

Fonte: Autor (2024)
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Na condicdo 1:10 a taxa de remogéo diaria do TPH foi 3,3 vezes maior que nos
microcosmos sem PMS. Por outro lado, nas condigdes sem a fenazina exdgena foram
registradas as maiores taxas de remocdo diaria: na condi¢cdo 1:1000 a diferenga na
remocao do TPH alcangou 15,6 vezes e na condicdo 1:100, a diferenca foi de 5,8 vezes.
Ressalta-se ainda que nesta condicdo foram observadas as maiores taxas de degradacao
diaria de todos os hidrocarbonetos testados.

As perdas abidticas foram observadas em 10 e 40%, respectivamente para os 16
HPAs e TPH, implicando que a linhagem P. aeruginosa TGCO04 lidou com as fracbes
mais pesadas do Oleo. Adicionalmente, populagdes na matriz arenosa ao final do
tratamento eram de aproximadamente10® UFC/g de areia e cerca de 10° UFC/g/mm?,
respectivamente, ndo tendo sido alteradas possivelmente por ainda estarem na fase

estacionaria.

5.4 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

O teste de ecotoxicidade foi realizado com o intuito de verificar o grau de
toxicidade do Gleo residual e metabdlitos apds os 31 dias totais gastos no ensaio (10 +
21). Apenas germinaram as sementes de milho (Z. Mays), porém a planta teve um

desenvolvimento prejudicado como apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Ensaio de ecotoxicidade com Zea mays.

Reducdo da Reducdo da

Tratamento Altura (mm) Biomassa (g) ]
altura (%) biomassa

1:10 (PMS) 95,0+1,9 1,13+5,87 34,8419 59,9+0,2
1:10 90,0+7,4 1,29+1,36 66,717,4 59,6+0,0
1:100 (PMS) 70,0+2,8 1,19+0,45 75,0£2,8 63,0£0,0
1:100 65,0£1,9 1,19+2,11 75,919 62,0£0,1
1:1000 (PMS) 160,0+3,7 1,78+0,60 40,743,7 45,7+0,0
1:1000 175,0+5,6 1,84+1,66 35,245,6 46,0+0,1
Controle 270,04£3,0 3,32+0,12

Elongacéo relativa (p = 0,01); biomassa relativa (p= 0,01); reducdo na altura (p= 0,01); e reducdo da
biomassa (p= 0,02)
Fonte: Autor (2024)
Ja o maxixe-do-norte (C. Anguria) se mostrou mais sensivel que o milho,
germinando apenas no grupo controle, alcancando altura média de 70+2 mm e
0,150+0,01g da biomassa, enquanto o grupo controle de Z. mays mediu a média de

120£30 mm de altura e 3,320£0,120 g de biomassa.
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Ressalta-se que se observou em Z. mays uma reducéo significativa dos parametros
analisados em comparacdo com o controle (Figura 10). Apenas no nimero de folhas
viaveis todos os tratamentos tiveram mesmo percentual de reducéo, 33,3+0,1%.

Figura 10 — Germinacdo da semente Zea mays apés 15 dias de cultivo. Grupo
Controle (A), Razdo areia:6leo 1:1000 (B), Raz&o areia:6leo 1:100 (C) e Razdo areia:6leo
1:10 (D).

Fonte: autoria prépria (2023)
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6. DISCUSSAO

6.1 BIDAUMENTO ALOCTONE

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € um processo complexo que requer
microrganismos metabolicamente capazes. O objetivo do trabalho foi fundamentado na
hipotese de que as fenazinas exdgenas podem estimular a produgédo de PYO e com isso,
aumentar a degradacdo de hidrocarbonetos do petroleo por agir nas respostas da P.
aeruginosa na presenca de O6leo em ambiente rico de oxigénio. O potencial
hidrocarbonocléstico bem como o uso de P. aeruginosa na biorremediacdo de solos
contaminados por 6leo é muito difundido (Suwardi et al., 2021; Wu et al., 2019), contudo
h& pouquissima informacdo sobre a associacdo da degradacdo dos hidrocarbonetos e
fenazinas (Viana et al., 2018, Das e Ma, 2013).

Ap6s um vazamento de 6leo, 0 aumento da matéria organica no solo causada pelos
hidrocarbonetos resulta num desequilibrio de nutrientes e novas geracdes de
microrganismos hidrocarbonoclasticos podem ser impedidas de crescer, proporcionando
um cendrio que possibilita o tratamento por bioaumento (Leys et al., 2005). Contudo, a
taxa de crescimento, a capacidade de utilizar substratos especificos e a habilidade de
superar a competitividade natural séo fatores determinantes da microbiota para o sucesso
do bioaumento de solos contaminados por hidrocarbonetos (Zhu et al., 2015; Duquenne
et al., 1999). Novos modelos de bioaumento podem minimizar certas limitagdes do
processo (Fernandez et al., 2019) e algumas estratégias adotadas, como o bioaumento
aléctone garantem bons resultados (Chen et al., 2019), como demonstrado por este
estudo.

O bioaumento ndo € indicado para tratamentos prolongados, porém é uma
estratégia mais efetiva se aplicado na fase inicial e mais critica da intervencdo ap6s o
vazamento (Wozniak-Karczewska et al., 2019). Ha relato de que os HPA podem ser
removidos em até 75% dentro de 30 a 100 dias aplicando o bioaumento (Cavalcanti et al.,
2019). Assim, baseado no fato de que a linhagem P. aeruginosa TGC04 removeu mais
de 80% dos HPAs de 4-6 anéis em 21 dias, conclui-se que a selecdo do microrganismo é
vital para um tratamento bem-sucedido. Brzeszcz et al. (2020) observaram uma reducéo
de quase 87% do Oleo, atribuindo o resultado ao potencial hidrocarbonoclastico
microbiano, bem como sua persisténcia as condigdes hostis. Porque a composicdo da

microbiota pode variar entre tipos de solos, assim como ao longo das fases da



31

biorremediacgéo de sitios contaminados por 0leo, a escolha mais apropriada do agente é
um ponto critico no processo (Radwan et al., 2019). Logo, com a introducdo de um
indculo pré-adaptado aumenta as chances de resultados positivos.

O contato da microbiota com o contaminante, aliado ao aumento da biomassa,
impulsiona uma elevacdo na taxa de transformacdo. Nesse contexto, o cometabolismo
emerge como a rota metabdlica preferencial na degradacéao microbiana dos HPAS no solo.
A concentracao do cossubstrato desempenha um papel crucial, influenciando diretamente
os efeitos sinérgicos ou antagbnicos no processo (Baggi, 2000). No ensaio, 0 bioestimulo
proporcionado pelo BMC visou disponibilizar nutrientes, promovendo o0 acesso da
microbiota aos hidrocarbonetos e favorecendo o crescimento de P. aeruginosa. Residuos
industriais, como o BMC, tém se destacado como adjuvantes eficazes na biorremediacao
de solos contaminados por hidrocarbonetos, agregando valor e garantindo uma destinagéo
mais nobre a materiais com pouco apelo comercial (Vasconcelos, 2011). Embora o BMC
tenha sido utilizado em condi¢fes minimas neste estudo, visando ser um fator de
crescimento da biomassa, seu potencial para reaproveitamento pode ser explorado em
uma escala mais ampla.

Pseudomonas spp. sdo bactérias particularmente interessantes no bioaumento
porque exibem caracteristicas cruciais para 0 rumo do processo: 1) sdao abundantes no
solo; 2) de facil cultivo e com alta taxa de crescimento incluindo na presenca de substratos
ndo convencionais; 3) de facil manipulacdo e reintroducdo no solo; e 4) com notoria
versatilidade metabdlica e producdo de metabdlitos ativos (Chin-A-Woeng et al., 2003).
Na literatura ha exemplo de que P. aeruginosa apresenta 0s requisitos cruciais em termos
de catabolismo de 6leo sendo disparadamente promissora em triagens de linhagens
hidrocarbonoclasticas (Chikere e Fenibo, 2018). Ressalta-se que embora a PYO possa
alterar a composicdo da diversidade microbiana e/ou do consércio e resulte na diminuigédo
do percentual de remocdo de hidrocarbonetos, culturas axénicas de P. aeruginosa
produzem resultados por vezes melhores e ndo menos efetivos que culturas mistas
(Norman et al., 2004).

llori e Amund (2000) a descreveram como a Unica a degradar 13 hidrocarbonetos
dentre quatro diferentes espécies investigadas. Mittal e Singh (2009) observaram que
quatro linhagens de P. aeruginosa degradaram 20% de compostos aromaticos em 60 dias
numa triagem com 20 isolados. Shekhar et al. (2014) descreveram o crescimento de P.
aeruginosa na presenca de cinco tipos de hidrocarbonetos aromaticos em concentragoes

de até 5% por 10 dias, quando observaram um efeito mais tdxico a célula, porém néo
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biocida. Ja Bello-Akinosho et al. (2016) discutiram sobre P. aeruginosa melhor contribuir
para o retorno da fertilidade do solo agricola contaminado por hidrocarbonetos (20:1 e
200:1), dentre quarenta e quatro isolados testados.

No presente estudo foi observada uma alta taxa de degradacéo diaria dos HPAS
pela P. aeruginosa TGCO04. Isto possivelmente ocorreu em fungdo do inoculo ter se
mantido por mais tempo na fase estacionaria de crescimento porque utiliza diferentes vias
metabdlicas alternativas que interagem ao metabolismo basal (Frimmersdorf et al., 2010).
Com isso, o inoculante pode tolerar compostos mais toxicos do 6leo, como os HPAs com
4-6 anéis e comumente estas moléculas tornam-se fontes de carbono preferenciais
(Vasconcelos et al., 2013). Karamalidis et al. (2010), ao contrario do nosso estudo,
observaram preferéncia por HPAs com 3 anéis e s6 a partir do 21° dia os demais HPAS
comecaram a ser degradados. Por outro lado, Salam et al. (2011) verificaram que duas
linhagens de P. aeruginosa degradaram 90 a 92% de diferentes hidrocarbonetos em 21
dias, demonstrando mais afinidade ao pireno e ao 6leo cru, registrando uma taxa de
remocdo diaria de 4,32 a 4,38%, valores aproximados ao que vimos neste estudo com 0s
HPAs de 4-6 anéis.

A degradacdo de moléculas mais recalcitrantes, tais como HPAs de 4-6 anéis
ocorre via cometabolismo, em que os HPAs de 4 anéis ou HPAs de 2-3 anéis
biodisponiveis podem ser utilizados como cossubstratos (Vasconcelos et al., 2013). A
taxa de degradacdo de HPAs é maior quando a contaminacgdo ocorre em misturas de HPAS.
Sawulski et al. (2015) observaram que em 20 dias, a assimilacéo de fenantreno contribuiu
para a remocdo do fluoranteno. Da mesma forma, benzo[a]pireno foi removido na
presenca de HPASs de 4 anéis. Em completo, os HPASs de 4-6 anéis sdo mais toxicos do que
0s HPAs de 2-3 anéis, mas a inducdo de enzimas que degradam os hidrocarbonetos mais
pesados acaba servindo para remocdo dos hidrocarbonetos mais leves, fenbmeno descrito
para tratamentos utilizando culturas puras (Sawulski et al., 2015). Silva et al. (2009)
observaram que ap6s 12 semanas (perda abidtica = 20%), o pireno foi rapidamente
consumido e participou da remocao de HPAs com mais de 5 anéis. Por outro lado, embora
naftaleno, antraceno e fenantreno tenham sido mais removidos que os HPAS de 4-6 anéis,
verificou-se concentrac@es residuais do naftaleno, como também observado no presente
estudo, atribuindo isto ao fato da molécula ter ficado menos biosdiponivel.

Innemanové et al. (2018) descreveram uma reducdo de 72% dos HPAS de 5-6 anéis
em 4 meses e como observado no presente trabalho, o inoculante mais concentrado gerou

resultados menos positivos em termos de degradacdo, isto porque o indculo fica limitado,
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porém ainda se desconhece 0 mecanismo de como isso pode ocorrer. Em outra
investigacao, foi verificado que ndo houve diferenca entre o inéculo livre ou englobado
de P. aeruginosa Spet e os HPAs foram reduzidos em até 89% em 191 dias (Karamalidis
etal., 2010), o que torna uma vantagem econémica a metodologia empregada no presente
estudo.

O TPH por outro lado, ndo foi consumido na proporgdo como HPAs. Haghollahi
et al. (2016) verificaram reducdo de 70% do TPH em areia, entretanto, apos 270 dias. Os
autores assumiram o resultado ao fato de que em solos arenosos a taxas de degradacéo de
TPH ¢ alta porque séo solos porosos, permitindo a transferéncia de oxigénio, bem como
0 bioacesso e que em poros < 3 mm praticamente esta propriedade se desfaz. Neste
sentido, supomos que o TPH no presente estudo foi menos consumido pelas
caracteristicas da massa de 6leo encrustada nos aglomerados.

A complexidade quimica do dleo extrapesado é um desafio ainda maior pela baixa
disponibilidade dos hidrocarbonetos, mas cabe ressaltar que P. aeruginosa TGCO04
alcancou 50% da reducdo de TPH em um tempo significativamente menor que estudos
prévios a este (Haghollahi et al., 2016; Llado et al., 2012).

6.2 PAPEL DAS FENAZINAS

Areias da praia sdo sitios cuja microbiota assume papel-chave no equilibrio do
ecossistema costeiro (Disner e Torres, 2020). A contaminacdo por Oleo altera
drasticamente a razdo C:N:P do solo e em resposta ao estresse nutricional instalado, P.
aeruginosa sintetiza diferentes fenazinas utilizando niveis intracelulares de ATP (Ozcan
e Kahraman, 2015). Além de gerar energia para a célula, as fenazinas conferem vantagem
seletiva de crescimento para seus produtores (Blankenfeldt et al., 2004). Isto contribui
para 0s microrganismos produtores de fenazinas, como P. aeruginosa, se tornarem
dominantes ap6s um episodio de vazamento de 6leo (Norman et al., 2004).

As fenazinas participam da regulacdo de fitness entre as espécies (Fitzpatrick,
2009), ou seja, as relagBes ecoldgicas negativas que garantem o equilibrio naquele
microssistema. Além disso, protegem as células da toxicidade dos hidrocarbonetos, por
diferentes mecanismos (Costa et al., 2015). Como dito anteriormente, a PYQ é a principal
fenazina produzida por P. aeruginosa, e embora ndo haja comunicacéo de que exista uma
correlacdo da sintese do pigmento com sua resiliéncia em ambientes hostis, as linhagens

gue mais produzem PYO parecem ser mais significativamente resistentes a compostos
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toxicos (Finlayson e Brown, 2011). Em complemento, os mecanismos pelos quais a PYO
participa da transformacéo dos hidrocarbonetos ainda ndo foram totalmente desobertos,
sendo acreditadas duas hipdteses: a primeira trata da geracdo de compostos reativos de
oxigénio ou de radicais livres que atacam os hidrocarbonetos (Jabtonska et al., 2023). A
segunda hipotese atribui a PYO o papel de fator terminal de sinalizacdo de quorum
sensing da P. aeruginosa na sintese de biosurfactantes que aumentam a area de contato
do 6leo, bem como sua assimilacéo e metaboliza¢do em intermediarios do ciclo do acido
citrico, importantes para producéo de biomassa e energia (Dietrich et al., 2006), enquanto
0s aglicares necessarios no processo provém da gliconeogénese (Das e Chandran, 2011).

A PYO também participa da formacdo de biofilmes que protege P. aeruginosa
dos efeitos toxicos dos hidrocarbonetos (Das et al., 2013). O crescimento do biofilme
depende de ferro e compostos redox ativos como as fenazinas podem ajudar a aumentar
a biodisponibilidade de Fe?* (McRose et al., 2023). O metal ocorre em zonas costeiras e
o ferro age como barreira retendo e acumulando espécies quimicas como o fosforo
(Charette e Sholkovitz, 2002). Além disso, o contetdo de calcareo da areia auxilia no
depdsito e transporte do ferro, proporcionando um cenadrio em que é possivel a
persisténcia da microbiota nestes sitios. Ressalta-se que um estudo prévio identificou que
o conteudo do ferro na &rea do acidente é por volta de 5000 mg/Kg (Mirlean et al., 2013).

O PMS foi adicionado no intuito de disponibilizar fenazina no inicio do
crescimento do pré-indculo, bem como estimular a producéo de PYO pela P. aeruginosa
TGCO04. A introducdo de um mediador redox exodgeno de fenazina foi usada porque na
fase log de crescimento das bactérias a producdo de fenazinas é baixa em razdo da
repressdo catabodlica resultante da deplecdo das fontes de C e N; e da mudanca de vida
planctonica para seéssil (Denning et al. 2003). O PMS ¢ andlogo da 5-Me-PCA
intermedidrio da PYO, e em concentracbes baixas ndo é toxica, permitindo o
desenvolvimento de colbnias, tolerancia aos hidrocarbonetos e formagéo de biofilmes de
P. aeruginosa em ambientes com limitagdes de oxigénio (Sporer et al., 2018).

A funcdo do PMS ¢é servir como aceptor primario de elétrons em uma reacdo
redox, resultando na geracdo de superoxido e hidroxila (Jahn et al., 2020). Estes radicais
livres além de reduzirem NAD(P)H intracelular em NAD(P) (Yamaki e Muratsubaki,
2012), também podem agir nas células sensiveis, reduzindo o crescimento de
competidores (Wang e Coates, 2017).

Os radicais livres promovem ataque nucleofilico nos hidrocarbonetos,

especialmente aromaticos e aromaticos condensados, desestabilizando a molécula
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(Unglaube et al., 2020), o que pode explicar a maior reducdo de HPA relativo ao TPH.
Os nossos resultados basearam nossa hipdtese que deverd ser averiguada em trabalhos
futuros. Radicais livres sdo produtos gerados em processos aerdbicos em P. aeruginosa.
Um ciclo redox mediado pelo NADPH é regulado por fenazinas, reduzindo o potencial
redox destruidor dos radicais livres. Com isso a PYO também regula o metabolismo
primario durante fase log de crescimento de P. aeruginosa e mantém a célula estavel no
ambiente, prolongando a fase estacionaria. A PMS adicionada pode ter promovido ataque
nucleofilico mas também aumentou o estresse oxidativo e para neutralizar os radicais
livres formados, P. aeruginosa TGCO04 pode ter utilizado PMS como aceptor de elétrons
do NADPH, obtendo os meios para garantir producdo de biomassa e energia, mas dando
uma aparente desaceleracdo da taxa de degradacdo, comparado aos microcosmos sem
PMS. Esta hipoOtese pode ser usada para aprofundar a pesquisa sobre a cinética de

biorremediacéo das fracbes do TPH.

6.3 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE

Os hidrocarbonetos absorvidos pelas plantas desenvolvidas em solos
contaminados por 6leo promovem mudancas nos seus parametros biofisicos e fisioldgicos
(Brennan et al., 2014). C. anguria apenas germinou e cresceu no controle enquanto Z.
mays se desenvolveu, porém, de forma nao satisfatoria comparada ao controle. C. anguria
é um bom indicador de fertilidade em testes de ecotoxicidade com solos contaminados
por hidrocarbonetos (Shulze et al., 2019). Ha duas razdes importantes para este achado.
A primeira diz respeito ao tipo e tamanho das sementes, i.e., sementes pequenas, claras e
com dois cotilédones (C. anguria) sdo mais sensiveis que sementes maiores, de
monocotileddneas (Z. mays), isto porque a semente de milho apresenta maior conteido
de amido como reserva energética. Em complemento, o processo de germinacéo depende
menos de fatores externos, contudo os compostos volateis presentes na regido da raiz
podem impedir o desenvolvimento da planta (Cavalcanti et al., 2016). Além disso, 0s
hidrocarbonetos impedem absorgéo de nutrientes por causarem ruptura da raiz ou reducéo
da disponibilidade de 4gua e oxigénio (Serrana-Calvo et al., 2021).

Sabe-se que a resposta da planta varia com a concentracdo de hidrocarbonetos no
solo (Baek et al., 2004). Quando ela é < 5g/Kg de 6leo no solo, h& estimulo no
crescimento, porém quando a concentragdo é > 50 g/Kg de d6leo no solo, observa-se uma

significativa reducdo no crescimento da planta. Nossos resultados foram em acordo com
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0 estudo de Serrana-Calvo et al. (2021) que analisaram o crescimento do milho em solos
contaminados por 13 HPAs. Embora que na presente pesquisa tenha sido removida
grande parcela de HPAs, a ndo redugdo do teor do TPH promoveu um cenario suficiente
para alterar parametros biofisicos do milho, sugestivo de que mais tempo seria necessario

até que a toxicidade do solo pudesse ser reduzida.
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7. CONCLUSOES

P. aeruginosa TGCO4 demonstrou elevado potencial para ser empregado como
agente de biorremediacdo de sistemas de solo contaminados com 6leo cru extrapesado.
Como contribui¢cdo ampliamos com evidéncias de que a adi¢cdo de fenazina exdgena nao
potencializa a atividade hidrocarbonoclastica de P. aeruginosa TGCO04, contudo, favorece
a transformacdo de HPAs, mais significativamente aqueles com 4 a 6 anéis. Nas
condigdes empregadas nesse estudo, 0s ensaios de ecotoxicidade revelaram uma redugéo
da toxicidade na matriz arenosa tratada, mas impactos na germinacéo e desenvolvimento
de plantas foram observados.

E importante notar que esses resultados nio podem ser usados para prever o
desempenho em campo, mas indicam que a melhor abordagem na remocdo de HPAS
parece ser 0 bioaumento aloctone, estimulando a producdo de PYO e que PMS pode servir

como associacdo de estratégia quimica ao tratamento bioldgico.
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RESUMO::

Por quase dez meses entre 2019 ¢ 2020, muitas toncladas de 6lco cru foram
encontradas numa faixa ao longo de mais de 60% da linha costeira
brasileira. Este vazamento ¢ considerado o maior acidente da histéria do
Brasil e um dos maiores desastres envolvendo 6leo cru do mundo. Algumas
agdes foram tomadas visando a mitigacdo do desastre, porém as
consequéncias durardo por décadas porque as moléculas mais
recalcitrantes representam maior risco. Este trabalho teve por objetivo
verificar a redugdo dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)
de amostras da arcia contaminada, utilizando bioaumento aldctone, em
escala laboratorial, com Pseudomonas aeruginosa TGC-04, linhagem
hidrocarbonoclastica isolada por nosso grupo. Foram preparados
microcosmos contendo areia fina pasteurizada, misturada com areia
contaminada proveniente da praia de Tamandaré — Pernambuco (razdo
1:5), adicionada do indculo (razdo indculo: solo; 1:10; 1:100 e 1:1000).
Apés a mistura, cupons de dolamita (100 mm 2 ) foram encravados na
subsuperficie para quantificagdo do biofilme. O indculo foi preparado a
partir da incubag¢@o de P. aeruginosa TGC-04 (5 mL =10 4 UFC/mL) por
10 dias a 29+£1°C em 100 g de areia de praia pasteurizada, misturada com
bagago de malte de cevada 0,5% (w/w). O ensaio de biorremediagdo durou

21 dias a 29+1°C. As perdas abidticas foram conhecidas em microcosmo
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