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Resumo:

Bacillus séo bactérias Gram positivas, capazes de degradarem substéincias aromaticas. Com
a utilizago de meios de cultura seletivos, tendo 4cido benzéico SmM como fonte de carbono, foram
isoladas treze estirpes de Bacillus de amostras de solo da Floresta da Tijuca (22° 50° S e 43° 15'W).
Amostras de sedimentos de praias arenosas foram coletadas em Angra dos Reis (23°30’ S e 44° 25" W)
contendo 0,33; 1,54 e 1,78% de 6leos e graxas. A taxa de mineralizagio nas amostras contendo apenas a
microbiota autéctone foi de 3; 1,65 e 0,8% de CO2 por hora para 0,33; 1,54 ¢ 1,78% de dleos,
respectivamente. Quando as amostras foram inoculadas com as estirpes de Bacillus, a taxa de mineralizagio
aumentou para 4,65; 3,4 e 2% de CO2 por hora para 0,33; 1,54 ¢ 1,78% de 6leos, respectivamente. Estes
resultados mostraram que a presenga de Bacillus aumentou a produgdo de CO2 em 2.5 vezes nos sedimentos
com 1,78% de 6leo, 2 vezes nos sedimentos com 1,54% de 6leo e 1,5 vezes nos sedimentos com 0,33% de
éleo. A inoculagdo de estirpes de Bacillus nos sedimentos de praias arenosas foi suficiente para induzir
um aumento na taxa de degradagdo do dleo.
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Abstract:

“Bioremediation in marine sediments with Bacillus strain selected in samples from forest
soil”

Bacillus are a Gram positive bacteria developing high capability of degrading aromatic
compounds. By using selective culture media with benzoic acid SmM as carbon source, thirteen strains of
Bacillus were selected in samples from Floresta da Tijuca soil (22° 50’ S and 43° 15> W). Samples of
marine sediments from Angra dos Reis (23° 30” S and 44° 25’ W) were collected and examined for oil
mixtures (0.33; 1.54 and 1.78%). The rate of oil mineralization in the marine sediments by the autochthonous
microbial communities were 3; 1.65 and 0.8% of CO2 per hour to 0.33; 1.54 and 1.78% of oil, respectively.
‘When the samples were inoculated with Bacillus strain, the degree of oil mineralization increased 4.65;
3.4 and 2% of CO:z per hour to 0.33; 1.54 and 1.78% of oil, respectively. These results show that the
presence of Bacillus strain increased the COz production 2.5 folds in sediments with 1.78% of oil, 2 folds
in sediments with 1.54% of oil and 1.5 folds in sediments with 0.33% of oil content. The autochthonous
microbial communities have a slow response to oil. However, the inoculation of a adapted Bacillus strain
is sufficient to induce an increase in the oil degradation.

Key-words: Bacillus, bioremediation, marine sediments, soil forest.
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Introducio

Hidrocarbonetos de petrdleo sio biogé€nicos quanto a origem e através do
tempo foram alterados por processos geoquimicos e por refinamento. Como poluentes,
ocupam posi¢do intermedidria entre as substincias biodegradaveis ¢ altamente
recalcitrantes (Bartha, 1986). Por milhdes de anos, eles entraram na biosfera de maneira
gradual, devido ao processo de erosdo. Com a civilizagdo industrial, o transporte
através dos oceanos ¢ sua exploragio neste ecossistema, causou acidentes como o de
Torrey Canyon - 1967, Amoco Cadiz - 1978 ¢ Exxon Valdez - 1989. Estes acidentes
foram responséveis por significativos cfeitos na biota marinha ¢ os especialistas
afirmam que oequilibrio ecolégico natural sé sera restaurado entre seis ¢ dez anos
(Laubier, 1991).

A biodegradagio de petroleo é um processo complexo e depende tanto de
fatores abidticos como das comunidades microbianas envolvidas (Swindoll et al.,
1988; Leahy & Colwell, 1990; Xu et al, 1995). Em ambientes impactados por
hidrocarbonetos de petrdleo, a populagio bacteriana hidrocarbonoclastica pode variar
entre 0,003% e 100,0% (Mulkins-Phillips & Stewart, 1974; Hollaway et al., 1980).
Em éreas produtoras ¢ nas vias de transporte tanto do petréleo bruto como dos seus
produtos, o desenvolvimento de comunidades bacterianas especificas € predominante
(Atlas & Bartha, 1973; Colwell ef al., 1973; Walker & Colwell, 1975; Crapez et
al ,1993).

Em ecossistemas marinhos de regides temperadas, devido a derrames ¢
transporte de petrdleo, o emprego da biorremediagio estd se tornando usual nos
processos de recuperagio ambiental (Chianelli et al., 1991; Jones & Greenfield, 1991;
Bragg et al., 1990). Segundo Prince (1993), biorremediagfo pode ser definida como
um processo de aceleragdo da biodegradagio natural de substincias orgdnicas
recalcitrantes ou em concentragdes xenobidticas. Ela pode envolver populagdes
microbianas autdctones de um ambiente impactado; adigdo de estirpes microbianas
isoladas de um outro ambiente ou o uso de estirpes oriundas da bioengenharia, que
contenham vias degradativas especificas. A partir da conceituagfo estabelecida por
Prince (1993), foram isoladas estirpes de Bacillus de solo da Floresta da Tijuca, RJ,
para serem utilizadas em ensaios de biorremediagfo em sedimentos de praias arenosas
da regiio de Angra dos Reis, R}, que continham hidrocarbonetos de petréleo em
diversas concentragGes. Bacillus sfo bactérias Gram-positivas, capazes de formar
endosporos, aerdbias € mesoéfilas, de grande diversidade nutricional, sendo capazes
de degradar diversas substincias aromaticas (Gordon ef al., 1973; Crapez 1982; Noeth
etal., 1988). O isolamento e a manutencio de Bacillus em meios de cultura especificos
favorecem a atividade hidrocarbonocléstica; em meios de cultura complexos fica
afetada a aptidfio para degradar arométicos (Crapez ef al., 1986).
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Material & Métodos

Na Floresta da Tijuca, RJ(22°50° S ¢ 43° 15° W), foram coletadas amostras
de solo nas profundidades de 0-, 10-, 15- ¢ 20 cm. A coleta foi realizada pelo método
de estudo de diversos horizontes no mesmo perfil: foi escavado o solo até a
profundidade de 20 cm, para colocar em evidéncia todo o conjunto do perfil; em
seguida uma das paredes foi colocada em plano vertical e procedeu-se a coleta da
terra nas profundidades j4 determinadas anteriormente. As amostras foram pesadas e
distribuidas em meios de cultura contendo meio mineral ¢ fontes de carbono ¢ de
energia. O meio mineral é composto de: Na:HPO:.7H:O - 3,57g; KH.PO: - 0,98g;
MgS0..7H:0 - 0,03g; NH.Cl - 0,5g; solugio de oligoelementos - 0,2ml; 4gua destilada
- 1000ml (Crapez, 1982). As fontes de carbono e de energia foram bacto-peptona
(2,00g/M), 4cido benzéico (8mM) ¢ fenol (8mM). Nestes meios de cultura foi feita a
enumeragido da populagio de Bacillus, pelo método NMP (APHA, 1989). Para o
isolamento de Bacillus foi utilizado meio de cultura contendo 4cido benzoéico (SmM)
(Crapez, 1982). Através de passagens sucessivas em meios de cultura s6lido/liquido/
sélido foram obtidas culturas puras. A nutri¢io carbonada foi estudada utilizando as
seguintes substancias na concentragdo de 2,00g/1: D- e L-arabinose, frutose, galactose,
glicose, lactose, maltose, manitol, rafinose ribose, sacarose, trealose, xilose, acetato
de sodio, glutamato de sédio, alanina, 4cido aspartico, acido glutdmico, arginina,
cisteina, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina
serina, tirosina, triptofano, treonina, valina, asparagina, glutamina, acido benzdico
(8mM ¢ 10mM), benzeno (8mM), benzoaldeido (8mM), fenol (3mM), nitrobenzeno
(8mM), naftaleno (8mM) e tolueno (8-, 10- € 15mM).

Em Angra dos Reis, RJ (23°30°S e 44° 25°W), foram coletados sedimentos
superficiais (0-10 cm), com amostrador em PVC, na regido entre marés das praias de
Biscaia, Gambelo e Caetés. A popula¢io de Bacillus foi enumerada com o mesmo
procedimento das amostras da Floresta da Tijuca. O teor de 6leos e graxas foi
determinado na PETROBRAS/CENPES/SEBIO, utilizando um Oil Content Analyzer
Horiba OCMA 220, especifico para ligagdes C-H. Os teores de carbono e de matéria
organica foram determinados tanto nas amostras da Floresta da Tijuca como nas de
Angra dos Reis (Embrapa, 1979).

Na biorremediagdo, utilizou-se para o controle aliquotas de 50 g de
sedimento Umido de cada praia, que foram incubadas & temperatura ambiente, em
recipientes de 250ml hermeticamente fechados. Para o experimento foram selecionadas
duas estirpes de Bacillus, TQ3 e TV4, isoladas de solo da Floresta da Tijuca nas
profundidades de 15- ¢ 20 cm e que cresceram em meio de cultura contendo 4cido
benzéico (10mM). O in6culo foi preparado com as estirpes TQ3 e TV4 crescendo em
meios de cultura liquidos com 4cido benzéico (SmM) como fonte de carbono e de
energia. ApGs crescimento, as células foram centrifugadas e contadas. Em seguida,
aliquotas de 50 g de sedimento imido de cada praia foram inoculadas com 10° células
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Tabela I. Indice médio de utilizagio (IMU) de amino4cidos, carboidratos, 4cidos orginicos e aromaticos
por Bacillus isolados de amostras de solo da Floresta da Tijuca, nas profundidades de 0-,15- ¢ 20 cm.

Profundidade Fontes de Carbono MU (%)
(cm)
0 acido aspartico e glutdmico, prolina, isoleucina, D- e L- arabinose, frutose,
galactose, glicose, maltose, sacarose, trealose, glutamato de sddio,
acido benzdico 8mM, benzeno 8mM, fenol 3mM e tolueno §mM 100
alanina e arginina 80
leucina, glutamina, lactose e rafinose 60
lisina e histidina 40
fenilalanina, nitrobenzeno 8mM e acetato de sddio 20
15 4cido aspartico ¢ glutdmico, prolina, D- e L- arabinose, frutose, galactose,
glicose, maltose, sacarose, trealose, glutamato de sddio,
4cido benzdico 8mM, benzeno 8mM, fenol 3mM e tolueno 8mM 100
isoleucina, leucina, lisina e glutamina 75
alanina, arginina, asparagina, manitol e acetato de sddio 50
histidina, fenilalanina, glicina metionina, serina, lactose, rafinose,
acido benzdico 10mM e nitrobenzeno §mM 25
20 acido aspértico e glutdmico, prolina, alanina, D- ¢ L- arabinose, frutose,
galactose, glicose, maltose, sacarose, trealose, glutamato de sédio,
acido benzdico 8mM, benzeno 8mM, fenol 3mM e tolueno 8mM 100
arginina e leucina 75
isoleucina, lisina, glutamina, asparagina, serina, lactose e rafinose 50
histidina, valina, manitol, 4cido benzéico 10mM e acetato de sédio 25
Biorremediagdo

Nos ensaios com os microcosmos formados por sedimentos contendo apenas
a microbiota autoctone, a praia de Biscaia, com o menor teor de 6leos e graxas,
0,33+0,01%, foi a que apresentou maior produgdo de [CO:], vindo Gambelo em posigio
intermediéria com 1,54+0,02% de dleos e graxas ¢ por (iltimo Caetés, com 1,78+0,02%
de dleos e graxas (Fig. 1). Os valores médios de mineraliza¢io foram 3,05+0,01%
(Biscaia), 1,65+0,01% (Gambelo) e 0,80+0,01% (Caetés) de [CO:] h'l. Nos ensaios
de biorremedia¢io onde, além da microbiota aut6ctone, foram inoculadas as estirpes
de Bacillus TQ3 e TV4 isoladas de solo da Floresta da Tijuca, houve aumento na
producio de [CO:] em relaglio aos experimentos controle, seguindo a ordem
decrescente quantitativa de Biscaia para Gambelo ¢, finalmente, Caetés (Fig. 1). Os
valores médios de mineralizag8o ao longo do experimento foram 4,6540,02% (Biscaia),
3,40+0,01% (Gambelo) e 2,00+0,01% (Caetés) de [CO:]1 h'!. A anilise de varidncia
mostrou uma diferenca significativa entre os tr8s grupos analisados, praias de Biscaia,
Gambelo e Caetés, sendo H = 33.06386. O teste de Tukey, realizado a posteriori,
indicou que os grupos analisados s3o diferentes entre si, sendo esta diferenca altamente
significativa: Biscaia x Gambelo = 0,002282; Biscaia x Caetés = 0,000022 ¢ Gambelo
x Caetés = 0,002579.
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Figura 1. Bioremediagdo em sedimentos das praias de Biscaia, Gambelo e Caétes, utilizando estirpes de
Bacillus isoladas da Floresta de Tijuca, RJ.

A produgio méaxima de [CO:]} ocorreu as 450 horas, com decréscimo as
600 horas. A producfio de [CO:] esta relacionada com a concentracfio de 6leos ¢
graxas do sedimento, isto €, quanto maior o teor, menor ¢ a taxa respiratéria da
microflora autéctone, visto que, no experimento controle, a praia de Caetés com
1,78+0,02% de dleos e graxas, produziu apenas 0,80+0,01% [CO:] h! (Fig. 1). Nos
ensaios de biorremediagdo, quando foram inoculadas as estirpes de Bacillus, a produgio
de [CO:] aumentou em relacfo aos controles, que s6 continham a microflora autoctone,
mantendo ainda assim a ordem Biscaia>Gambelo>Caetés. No entanto, a praia de
Caetés, com a biorremediagfo, produziu 2,00+0,01% [CO:] b (Fig. 1).

Discussio

Sharabi & Bartha (1993) classificaram o acido benzdico como aromético
menos complexo e com maior grau de biodegradagdo no ambiente. A adigio de acido
benzbdico (SmM) ao meio de cultura atuou seletivamente sobre a microbiota autéctone
das amostras de solo, permitindo o isolamento de treze estirpes de Bacillus capazes
de degradarem varios aromaticos(Tab. I). A nutri¢io carbonada permitiu a escolha
das estirpes TQ3 e TV4 crescendo em Acido benzdico (10mM), fonte de carbono e de
energia a nivel xenobidtico. Nos ensaios de biorremediagfo, as estirpes TQ3 ¢ TV4
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potencializaram a biodegradacéo de 6leos e graxas, aumentando a produgio de [CO:]
em 2,5 vezes nos sedimentos com 1,78+0,02% de 6leos e graxas (Caetés), em 2,0
vezes nos sedimentos com 1,54£0,02% de 6leos e graxas(Gambelo) ¢ em 1,5 vezes
nos sedimentos contendo 0,33+0,01% de dleos e graxas (Biscaia)(Fig.1).

Segundo Alexander (1994), a entrada de substincias organicas no ambiente
seleciona microbiota especifica, que se torna aclimatada adquirindo ou desreprimindo
vias metabolicas capazes de reconhecerem essas substincias para, logo em seguida,
ser iniciado o processo de biodegradagio. Robinson et al. (1990) obtiveram maior
velocidade na degradagdo de tolueno em sistemas contendo bactérias aclimatadas a
biodegradacdo desta substincia. Resultados semelhantes foram também obtidos com
outras substancias, sugerindo que a presenga de um hidrocarboneto aromético funciona
como um estimulo prévio a sclegdo e aclimatacio de microbiota hidrocarbonocléstica,
que também adquire capacidade para degradar substincias analogas (Wiggins &
Alexander, 1988; Ensign ef al., 1992; Fan & Scow, 1993). A presenca de oleos €
graxas nos sedimentos das trés praias de Angra dos Reis ¢ os resultados obtidos nos
experimentos controle e de enumeragio, evidenciaram microbiota hidrocarbonoclstica
autoéctone aclimatada capaz de biodegradar 6leos e graxas presentes no ambiente. No
entanto, essas comunidades apresentaram baixa resposta a biodegradacio de 6leos e
graxas. Os resultados dos ensaios de biorremediagio evidenciaram que as estirpes de
Bacillus obtidas de solo de floresta e cultivadas em presenga de substrato aromético
em concentragio xenobidtica, quando inoculadas &s amostras de sedimentos das praias,
induziram um aumento na taxa de biodegradagio de 6leos e graxas, de acordo com
Alexander (1994) e Prince (1993). As estirpes selecionadas para os ensaios de
biorremediagdo apresentaram comportamento euribitico ao serem inoculadas aos
sedimentos contendo 6leos e graxas e a atuagfo foi sinergistica em relagio as
comunidades microbianas dos sedimentos das praias de Biscaia, Gambelo ¢ Caetés.
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