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RESUMO

Acidentes com 06leo cru representam ameaca a saude
e ao ambiente em razdo do grau de recalcitrancia dos
hidrocarbonetos presentes. Este trabalho teve por objetivo,
verificar a redugcdo dos Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPAs) de amostras de areia de praia
contaminada por 6leo cru no litoral de Pernambuco em
2019, utilizando o bioaumento aldctone, em escala
laboratorial, com Pseudomonas aeruginosa TGC-04.
Foram preparados microcosmos contendo areia fina
pasteurizada, misturada com areia contaminada (razdo
1:4), adicionada do inéculo (razdo indculo:solo; 1:10;
1:100; 1:1000). Apds a mistura, cupons de dolamita (100
mm?2) foram encravados na subsuperficie para
quantificacdo do biofilme. O ensaio durou 21 dias a
29+°1C. As perdas abiodticas foram conhecidas em
microcosmo mantido esterilizado com AgNO3 10% (m/v).
A quantificagdo do biofilme foi realizada pela técnica do
cristal violeta. Os HPAs foram consumidos entre 38 ¢
56%, preferencialmente aqueles com mais de 4 anéis ¢ a
melhor condigdo foi 1:100. A preferéncia por estes HPAs
foi igual em todas as condi¢des. J4 HPAs com até 3 anéis
a degradacdo foi em até 37%. A populagdo de células no
biofilme aumentou 4 unidades log acima do indculo. Os
resultados indicaram que o bioaumento aloctone ¢ uma
estratégia importante para a desintoxicacdo desse solo.
Palavras-chave: Biorremediagdo; Biodegradacio;
Biofilme; Pseudomonas aeruginosa.

Biotransformation of PAH in crude oil spilled
in a pernambucanan beach

ABSTRACT

Crude oil accidents threat health and the
environment due to the degree of recalcitrance of the
hydrocarbons present. This work aimed to verify the
reduction of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs)
in samples of beach sand contaminated by crude oil on
the coast of Pernambuco in 2019, using allochthonous
bioaugmentation, on a laboratory scale, with
Pseudomonas aeruginosa TGC-04. Microcosms were
prepared containing pasteurized fine sand and beach sand
contaminated with heavy crude oil (1:4), added to the
microcosms at a ratio of 1:10; 1:100 and 1:1000. A 100
mm?2 dolamite coupons were engraved to count the
biofilm. The assay longed three weeks. Abiotic losses
were provided with AgNO3 10% (w/v). the formed
biofilm was counted by crystal violet test. HPAs were
reduced by ~38 and 56% and 4-6 ring HPAs were
preferentially degraded (= 90% in all conditions), and the
highest rates of degradation, however, were observed
under the 1:100. The 2-3 ring HPAs were removed by up

to =33%. Cells increased 4 log units in colonized biofilms.

Results shown that allochthonous bioaugmentation is a
strategy of interest in the detoxification of this soil.
Biofilm;

Keywords: Bioremediation; Biodegradation;

Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCAO

A dependéncia por combustiveis fosseis ¢é
imperativa na sociedade moderna e infelizmente
com ela, grandes vazamentos ainda sdo uma triste
e dramadtica 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

(ARAUJO et al., 2021; LESSA et al., 2021) e este
acidente ¢ considerado o maior da historia do
Brasil ¢ do Atlantico Sul (ESTEVO et al., 2021;
PENA et al., 2020).

A exposicdo aos hidrocarbonetos no solo
promove alteragdo da razdo C:N:P, bem como
mudangas dréasticas na microbiota autdctone
(SARKAR et al, 2016) e uma comunidade
hidrocarbonocléastica se torna dominante em
seguida (TERAMOTO et al., 2013). As zonas
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costeiras sdo areas muito frageis (DISNER &
TORRES, 2020) e uma intervengdo emergencial
pode exigir a inoculagdo de alta densidade celular
de organismos hidrocarbonoclasticos competentes
quando a populacdo autoctone ndo estd capaz de
manter uma degradagdo eficiente do contaminante
(BRZESZCZ et al., 2020).

O bioaumento ¢ baseado na sobrevivéncia e
manuten¢do da atividade catabdlica do inoculante
frente aos hidrocarbonetos de petroleo (NOWAK
& MROZIK, 2016), sendo muito efetiva nos
estagios iniciais do processo (WOZNIAK-
KARCZEWSKA et al, 2019). Por sua
constitui¢do, bactérias Gram-negativas sdo mais
promissoras em termos de tratamento por
bioaumento (ABENA et al., 2019) e Pseudomonas
aeruginosa se destaca (OJEWUMI et al., 2018)
por ser espécie-chave na desintoxicacdo do solo
(HUANG et al., 2021), bem como por exibir
versatilidade fisiologica e metabodlica (ZHAO et
al., 2018).

Baseado no fato da sensibilidade da é&rea
afetada e do papel ecoldgico da Pseudomonas
aeruginosa este trabalho teve por objetivo avaliar
a remocao de HPAs por bioaumento aldctone
utilizando uma linhagem isolada e de interesse de
NoSSO grupo.

MATERIAL E METODOS

Solo e contaminante

A areia da praia contaminada com o 6leo cru
foi coletada na faixa litoranea do municipio de
Tamandaré (Pernambuco, Brasil), por
representantes da Secretaria de Meio Ambiente,
em recipientes apropriados e transportados em
caixas térmicas até o laboratério. O material foi
misturado com areia fina de praia, isenta de
contaminagdo por hidrocarbonetos, previamente
pasteurizada a 60°C. As amostras de solo foram
caracterizadas empregando seguintes
metodologias: carbono organico total (USEPA,
2004), nitrogénio total (USEPA, 1993), fésforo
total (USEPA, 1978), hidrocarbonetos totais do
petréleo, TPH (USEPA, 1992), hidrocarbonetos
policiclicos arométicos, HPA (USEPA, 1996) e
granulometria (ISO 13320:2009).

Pseudomonas aeruginosa TGCO

A linhagem foi originalmente obtida de solo
de posto de gasolina e esta registrada no cadastro
brasileiro de patrimdnio genético e conhecimento
associado (#A404D65). Para a aclimatacdo ao
contaminante, foi preparada uma suspensdo da
linhagem 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 minimo (DEL’ARCO &
FRANCA, 2001), 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 6leo, nova aliquota de 1 mL foi
transferida para novo frasco até atingir 10% (w/v).

Pré-inoculo
O pré-indculo foi preparado com adaptacdes a
estratégia descrita por INNEMANOVA et al.
(2018). Inicialmente, 100 g da areia de praia foram
pasteurizadas a 60°C por 30 minutos (FRANCO-
HERNANDEZ et al., 2003). Apés, misturou-se o
bagago de malte de cevada (suplemento) 0,5%
(m/m) a areia contaminada ¢ 5 mL do inoculo
(=10* UFC/mL). A incubagio foi a 29+1°C por 10
dias com umidade mantida cerca de 20%,
corrigido com 4gua destilada esterilizada. Ao final
dos dez dias, a densidade celular (CFU/g)
aumentou duas unidades logaritmicas.

Ensaio do bioaumento aloctone

Foram  preparados microcosmos com
capacidade para 400 mL, preenchidos com 200 g
de areia, distribuidos em duas camadas: 50 g de
areia fina como base, completados com 150 g de
areia de praia contaminada com o o6leo cru
(SUNDARAM et al., 2013). Em seguida, por¢des
do pré-inéculo foram transferidas para os
microcosmos ¢ misturadas novamente (razao
in6culo:soil  1:10; 1:100 e 1:1000). Os
microcosmos foram incubados a 29°C por 21 dias
¢ as concentracoes residuarias dos HPAs foram
determinadas. As perdas abioticas foram
conhecidas em microcosmo contendo a mesma
quantidade de solo, mantido esterilizado pela
adi¢do de solucdo de nitrato de prata 10% m/m
(VASUDEVAN & RAJARAM, 2001).
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Ensaios microbianos
A quantificacgdo celular foi realizada por pour
plate e expressada em UFC/g. Cupons de dolamita
de 100 mm* foram encravados na subsuperficie
dos microcosmos para quantificacio do biofilme
pelo teste do cristal violeta e os resultados
expressos em  expressa em UFC/g/mm’
(BALASUBRAMANIAN et al., 2010).

Tratamento estatistico
Todos os experimentos foram realizados em

triplicata e de forma randomica. Os resultados
estdo expressos como a médiatdesvio padrdo.
Para a verificagdo da distribui¢do normal dos
dados, os valores foram analisados pelo teste de
Shapiro-Wilk. A homocedasticidade foi testada e
checada pelo teste de Levene e quando os dados
ndo seguiam distribui¢do normal, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
Conover, ajustado pelo teste de Hochberg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela I resume a caracterizagdo dos solos.
A concentra¢do de 10 HPAs da lista holandesa era
de 52,62 mg/Kg, indicando a necessidade de
intervengdo, porque ndo pode exceder 40 mg/Kg
em solos naturais (NEDERLAND, 2007). Além
disso, o solo era pobre em fosforo e a razdo C:N
bastante alterada do padrdo natural. Sendo assim, a
suplementagdo com o bagaco de malte de cevada
foi importante para garantir o crescimento do
indculo.

Tabela 1. Caracterizacdo das amostras de solo de praia.

Parimetros Solos Referéncia

Areia Areia fina

contaminada

Carbono Orgénico total (%) 25976 0,74 USEPA 9060
Nitrogénio Total (mg/Kg) 35,2 31,8 USEPA 315.2
Fosforo Total (mg/Kg) <1 3,04 USEPA 365.3
Argila (%) 0,80 0,99 SO 13320:
Silte (%) 6,40 1,29 2009

Areia grossa (%) 60,10 1,86

Areia fina (%) 32,70 95,86

£ 16 HPAs (mg/Kg) 75,83 USEPA 8270

X HPA com 2-3 anéis (mg/Kg) 36,41
X HPA com 4-6 anéis (mg/Kg) 39,42

2 HPA da lista holandesa* 57,62

* valor de intervengdo quando > 40 mg/Kg de solo NEDERLAND, 2007)

A razdo C:N:P inicial nos microcosmos no

momento da inoculacdo com P. aeruginosa
TGCO04 era de 100: 0,1:0,003. Apos trés semanas
verificou-se uma redugdo entre ~38 ¢ 56% dos 16
USEPA HPAs nas trés razdes testadas, sendo
observado o consumo preferencial por HPAs com
4 a 6 anéis (=80-89%,  p=0,02).
Benzo[a]fluoranteno foi o HPA menos assimilado.
Os demais foram degradados, com destaque para
criseno e pireno.

Ja os HPAs com 2 e 3 anéis, o tamanho do
inoculo foi importante na remogdo entre <15 e
34% (p=0,01) desses hidrocarbonetos. Os 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 II). A
condi¢ao 1:100 demonstrou as maiores taxas de
remocao diaria dos 16 HPAs, levados pelos HPAs
com 4-6 anéis, como observado na Tabela III.

Tabela II. Percentual de redugdo dos hidrocarbonetos (p = 0,02).

Tratamentos Z16 HPAs I HPAs 2-3 anéis I HPAs 4-6 anéis

110 38,4+0,1 15,640,1 89,1£0,1

1:100 56,420,1 33,520,1 89,120,1

1:1000 50,740,1 23,740,1 89,0+0,1

Tabela III. Taxa de remogao diaria dos HPAs (p=0,01).

Taxa de degradagio (+0.10 mg/Kg)
Tr

X 16 HPAs I HPAs 2-3 anéis X HPAs 4-6 anéis

1:10 1,82 0,74 424
1:100 2,69 1,60 424
1:1000 2,41 1,13 4,23

As perdas abioticas representaram 10% para
os HPAs e o valor foi descontado em todos os
resultados apresentados. Isto indicou que P.
aeruginosa TGCO04 esteve viavel durante o
processo e que a bactéria utilizou artificios para se
manter no meio, como colonizar em biofilmes.
Ambas as populacdes de P. aeruginosa TGC04 no
solo e nos cupons de dolamita apds trés semanas
eram de ~10° CFU/g de solo e ~10° CFU/g/mm’,
respectivamente, nao tendo sido alteradas
possivelmente por estarem em fase estacionaria
(Tabela 4), porém expostas aos contaminantes, as
c¢lulas presentes no solo se mantiveram como
inoculadas, possivelmente pelos efeitos toxicos
dos hidrocarbonetos.

Por outro lado, o crescimento do biofilme
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depende de ferro presente no meio e compostos
redox ativos produzidos pela P. aeruginosa, como
a piocianina, auxiliam na biodisponibilidade de
Fe** (McROSE et al., 2023). Ferro ocorre em
zonas costeiras ¢ o metal age como barreira
retendo e acumulando fésforo (CHARETTE &
SHOLKOVITZ, 2002). Além disso, o conteudo de
calcareo da areia auxilia no depdsito e transporte
do ferro, proporcionando um cendrio em que ¢
possivel a sobrevivéncia microbiana nestes sitios.
Ressalta-se que um estudo o local do acidente
possui um contetido do ferro por volta de 5000
mg/Kg (MIRLEAN et al., 2013).

O potencial hidrocarbonocléastico bem como o
uso de P. aeruginosa na biorremediacdo de solos
contaminados por O6leo ¢ muito difundido
(SUWARDI et al., 2021; WU et al., 2019). O
aumento da matéria orginica no solo causada
pelos hidrocarbonetos desequilibra o teor de
nutrientes e as novas geragdes de bactérias
hidrocarbonoclésticas podem ser impedidas de
crescer, proporcionando um cendrio que
possibilita a intervencdo emergencial por
bioaumento (LEYS et al., 2005).

Para evitar a competitividade natural, novos
modelos de bioaumento podem minimizar
limitagdes do processo (FERNANDEZ et al.,
2019) e algumas estratégias adotadas, como o
bioaumento aldctone garantem bons resultados
(CHEN et al., 2019), como demonstrado por este
estudo, quando o bioaumento ndo ¢ indicado para
tratamentos prolongados, porém ¢ mais efetivo se
aplicado na fase inicial e mais critica da
intervengio (WOZNIAK-KARCZEWSKA et al.,
2019). Nestas condi¢des, os HPA podem ser
removidos em até 75% dentro de 30 a 100 dias
(CAVALCANTI et al., 2019). Assim, baseado no
fato de que a linhagem P. aeruginosa TGC04
removeu mais de 80% dos HPA com 4-6 anéis em
21 dias, conclui-se que a sele¢do do agente ¢ vital
para um tratamento bem-sucedido. BRZESZCZ et
al. (2020) observaram uma redu¢do de quase 87%
do oleo, atribuindo o resultado ao potencial
hidrocarbonoclastico de P. aeruginosa, bem como
sua persisténcia as condigdes hostis.

Na literatura ha exemplo de que a bactéria
apresenta 0s requisitos cruciais em termos de
catabolismo de dleo sendo disparadamente
promissora em  triagens de  linhagens
hidrocarbonoclasticas (CHIKERE & FENIBO,

2018). ILORI & AMUND (2000) a descreveram
como a unica a degradar 13 hidrocarbonetos
relativo a 4 espécies investigadas. MITTAL &
SINGH (2009) observaram que 4 linhagens de P.
aeruginosa degradaram 20% de compostos
aromaticos em 60 dias numa triagem com 20
isolados. JA NORMAN et al. (2004) apresentaram
o fato da bactéria adicionada poder alterar a
composicao da diversidade microbiana natural,
tratamentos como cultura axénica de P.
aeruginosa produzem resultados ndo menos
efetivos que culturas mistas.

Tabela 1IV. Quantificagdo da populagdo final de
Pseudomonas aeruginosa TGC04 (in6culo = 104 UFC/mL).

Solo (UFCx10%/g) Biofilme Raziio

(UFCx10’/mm?) solo:biofilme

Tratamentos

1:10 36+2 312 1: 860
1:100 332 352 1: 1060
1:1000 89+4 39+2 1:438

No presente estudo foi observada uma alta
taxa de degradacdo diaria dos HPAs pela P.
aeruginosa TGCO04. Isto possivelmente ocorreu
em fun¢do do ino6culo ter se mantido por mais
tempo na fase de crescimento estaciondria porque
¢ capaz de utilizar diferentes vias metabolicas
alternativas (FRIMMERSDORF et al., 2010).
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 comecgaram a ser degradados. Por outro lado,
SALAM et al. (2011) verificaram que duas
linhagens de P. aeruginosa degradaram 90-92%
de diferentes hidrocarbonetos em 21 dias,
demonstrando mais afinidade ao pireno e ao 6leo
cru, registrando uma taxa de remocao diaria de
4,32 a 4,38%, valores aproximados ao visto neste
estudo com HPAs com 4-6 anéis.

A degradagdo de  moléculas  mais
recalcitrantes, tais como HPAs com 4-6 anéis
ocorre via cometabolismo. Exemplos na literatura
podem ilustrar esta afirmag¢do: SAWULSKI et al.
(2015) observaram que em 20 dias, a assimilagdo
de fenantreno contribuiu para a remo¢do do
fluoranteno. Da mesma forma, benzo[a]pireno foi
removido na presenca de HPAs de 4 anéis. SILVA
et al. (2009) observaram que apds 12 semanas,
pireno participou da remocdo de HPAs com mais
de 5 anéis.

Por outro lado, embora naftaleno, antraceno e
fenantreno tenham sido mais removidos que HPAs
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com 4-6 anéis (valores ndo apresentados),
verificou-se concentragdes residuais do naftaleno.
Mesmo parecendo contraditorio, deve-se isto ao
fato de o naftaleno ter ficado menos biosdiponivel,
seja em razdo da massa de 6leo encrustada nos
aglomerados, seja porque muitos HPAs exibem
taxas de biodegradacdo decrescente, resultando
por vezes, concentragdes remanescentes elevadas
(HUNG et al., 2011).

Embora a contamina¢do por hidrocarbonetos
recalcitrantes € um evento de alta complexidade e
a pluralidade quimica do 6leo cru torna o desafio

ainda maior, este trabalho testemunhou o fato de P.

aeruginosa TGCO04 alcangar bons resultados,
reduzindo significativamente moléculas com baixa
disponibilidade em um tempo menor que estudos

prévios a este, abrindo novas frentes de
investigagoes.

CONCLUSAO

P.  aeruginosa TGCO04 exibe elevado

potencial biorremediador de sistemas de solo
poluidos com o6leo cru e embora os resultados
deste estudo ndo possam prever o desempenho em
campo, indicam que o bioaumento aldctone ¢ uma
abordagem a ser considerada em intervengdes
emergenciais em zonas costeiras.
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