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Resumo

O vazamento de petrdleo que ocorreu em 16 de julho de 2000 na Refinaria
Presidente Getulio Vargas (REPAR) foi responsavel pelo derramamento de cerca de
4 milhdes de litros de petrdleo, causando grande impacto ambiental na flora e fauna
locais. Uma das possiveis formas de recuperacdo a area impactada € a
biorremediacédo. A biorremediacdo € 0 processo que utiliza microrganismos capazes
de metabolizar hidrocarbonetos de petrdleo (HP) (SHARMA,2012). Outros
microrganismos que também podem auxiliar no reestabelecimento vegetal de uma
regido sdo as bactérias diazotroficas. As bactérias diazotroficas sdo microrganismos
capazes de contribuir com o crescimento vegetal por meio da fixacdo bioldgica do
nitrogénio (MOREIRA, et. al, 2010). O presente trabalho buscou crescer bactérias
diazotréficas do solo contaminado em meio NFB e fazer posterior contagem
utilizando o método do numero mais provavel (NMP) descrito por Ddbereiner,
Baldani e Baldani (1995).

Introducéo

A crescente demanda por Petrdleo e seus derivados pelas atividades industriais e
cotidianas aumentou os desastres ambientais envolvendo refinarias de petréleo,
como o ocorrido em 16 de julho de 2000, onde quatro milhdes de litros de Oleo
vazaram com o rompimento de uma tubulagéo de transporte da Refinaria Presidente
Getulio Vargas (REPAR), em Araucaria, Parana. Segundo a REPAR, apenas cerca
de 350 mil ndo foram recolhidos, percolando pela drenagem dos terrenos
adjacentes. Silva (2014), através de levantamentos floristicos e fitossocioldgicos,
analisou a cobertura vegetal da varzea afetada 12 anos apds o acidente,
constatando que, mesmo com a presenca de Hidrocarbonetos de Petréleo ainda
vigente no solo, a cobertura vegetal foi completamente recuperada, entretanto, é
escassa na literatura a correlagdo dos microrganismos biorremediadores com a
recuperacdo da cobertura vegetal. Além disso, ndo ha registro na literatura de
bactérias fixadoras de nitrogénio com potencial para degradacdo de petréleo.
Portanto, considerando que o ambiente contaminado com petréleo apresentou uma
boa recuperacdo da sua cobertura vegetal e que o nitrogénio é um dos principais
macronutrientes necessarios para o desenvolvimento das plantas, o presente estudo
visou o isolamento das bactérias diazotroficas presentes no solo contaminado com
petrdleo da REPAR pelo método do numero mais provavel (NMP) como descrito em
Doébereiner, Baldani e Baldani (1995).
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Materiais e Métodos

A coleta do solo foi realizada no dia 23 de maio de 2018 na Refinaria Presidente
Getulio Vargas (REPAR) em Araucaria. Foram escolhidos 12 pontos estratégicos
demonstrados na dissertacdo de Silva (2014), de acordo com a concentragdo de
hidrocarbonetos e grupamento floristico, tendo o objetivo de fazer um paralelo com
0s estudos ja realizados na area. Os pontos estdo adjacentes a um sistema de
manilhas instalado inicialmente na tentativa de alagar a varzea e remover parte dos
contaminantes. Cada amostra composta de solo, de aproximadamente 500g, foi
formada de 3 subamostras de solo equidistante de 1m da manilha, a primeira a 3m
da manilha, a segunda a 7m da manilha e a terceira (raiz) da rizosfera de Mimosa
oblonga ou Erythrina crista-galli L. (Corticeira do banhado) presentes no raio entre
essas subamostras. As amostras foram coletadas com auxilio de um trado a 10cm
de profundidade, posteriormente acondicionadas em sacos plasticos e colocados em
um isopor com gelo para o transporte, sendo mantidos em geladeira para
posteriores experimentos no Laboratdrio de Biologia Molecular Microbiana, UEPG.

O método empregado nas andlises foi o do numero mais provavel (NMP), onde
pesa-se 10 gramas de solo rizosférico (para cada ponto analisado), em seguida as
amostras sao transferidas, separadamente, para frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 90 mL de solucdo salina esterilizada (NaCl 0,85%) e mantidas sob
agitacdo orbital (80 rpm) por 20 minutos a temperatura ambiente. Apos a agitacao,
0,1mL da solucdo de solo foi submetida a uma diluicdo seriada (102 a 10°) em
solucéo salina. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram inoculadas em triplicata
em frascos contendo 3 mL do meio de cultura semi-sélido livre de nitrogénio (NFB),
(DOBEREINER, ANDRADE e BALDANI, 1999) para contagem de diaz6trofos pelo
método do nimero mais provavel (NMP) como descrito em Ddobereiner, Baldani e
Baldani (1995). A partir do dia de inoculacao, os frasquinhos foram encubados em
estufa a 30°C por 7 dias, sendo verificada a formacéo de pelicula diariamente. Os
frasquinhos que apresentaram crescimento de pelicula foram selecionados para
contagem do nimero mais provavel (NMP).

Revisao de literatura

Alguns microrganismos que podem ser utilizados na recuperacdo de uma area
afetada sé@o as bactérias diazotroficas, microrganismos capazes de contribuir com o
crescimento vegetal por meio do fornecimento principalmente de nitrogénio e outros
compostos (MOREIRA, et. Al,2010). Oliveira (2013), apds extensa revisao
bibliografica, constatou que, alguns dos principais géneros envolvidos na
degradacéo de hidrocarbonetos de petrdleo (HP), sdo: Pseudomonas, Beijerinckia,
Gordonia, Flavobacterium, Nocardia, Mycobacterium, Burkholderia, Microbacterium,
Spirillum, Bacillus, entre outros. Dentre elas, alguns géneros podem ser classificados
como bactérias diazotréficas, como: Pseudomonas, Beijerinckia, Burkholderia,
Spirillum e Bacillus (MOREIRA, et.al., 2010), sendo possivel observar, portanto, que
varios géneros de bactérias diazotroficas podem estar associadas a degradacéo de
hidrocarbonetos de petrdleo (HP).

Resultados e Discussao
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Para analise do NMP segundo a concentracdo de hidrocarbonetos, os doze pontos
amostrais foram agrupados em concentragdo maxima, média, e minima de
hidrocarbonetos por grama de solo, bem como foi realizado o indice de similaridade
de Jaccard, agrupando as espécies encontradas nas varzeas em trés grupos (Fig.
1).

indice de Similaridade de Jaccard
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Fig. 1: Dendrograma do indice de Similaridade de Jaccard entre os pontos amostrais da varzea da
REPAR, Araucaria, PR. Em colorido os pontos escolhidos para o presente trabalho (Fonte: Adaptado
de SILVA, 2014).

Os resultados mostram uma grande variacdo no numero de diazotrofos para as
amostras coletadas nos pontos com baixa, média e alta concentracdo de
hidrocarbonetos (Fig. 2A). Ja as analises feitas seguindo os grupos floristicos
demostram maior homogeneidade, sendo o Grupo 3 foi 0 que apresentou maiores
nameros de bactérias fixadoras de nitrogénio e também a maior média. J& o Grupo 2
obteve a segunda melhor média, seguida do Grupo 1(Fig 2B).

O desvio padrdao nos trés grupos foi relativamente baixo, mostrando maior
homogeneidade entre os grupos floristicos do que entre o agrupamento segundo a
concentracéo de hidrocarbonetos.
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Fig 2: A) Média e desvio padrdo dos 12 pontos amostrais agrupados segundo a concentragdo de
hidrocarbonetos. B) Média e desvio padrdo dos 12 pontos amostrais agrupados segundo o
grupamento floristico.

Conclusdes
O resultado se mostrou diferente do esperado, pois 0os pontos onde havia uma

concentracdo minima de hidrocarbonetos, seria esperado que apresentasse maior
crescimento de bactérias fixadoras de nitrogénio, (considerando que em relagdes
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ecologicas, menores concentracbes de hidrocarbonetos de petroleo causariam
menos estresse nas plantas e nos microrganismos locais), 0 que nao ocorreu, 0S
pontos com maxima concentracdo de petrdleo foram os que apresentaram maior
namero de bactérias fixadoras de nitrogénio. O desvio padrdo mostra que tanto para
0S pontos minimos quanto para os pontos meédios, os valores do NMP estéao
dispersos ao redor da média, enquanto apenas para 0S pontos mMaximos esses
valores tornam-se homogéneos. Ja4 de acordo com os grupos floristicos, devido ao
baixo desvio padrdo e maior homogeneidade, é possivel concluir que para
comunidades microbianas rizosféricas, a capacidade de sobrevivéncia é fortemente
influenciada pela resiliéncia da planta a condicbes de estresse.
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