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Resumo

Em 16 de julho de 2000, quatro milhdes de litros de 6leo vazaram com o rompimento
de uma tubulacdo da Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), unidade da
Petréleo Brasileiro S.A. (Petrobras), em Araucaria-PR, vazamento que atingiu solos,
aguas e comunidades bioticas proximas do oleoduto. O petrdleo € constituido por
uma mistura complexa de hidrocarbonetos e em menores quantidades, por
compostos ndo hidrocarbénicos e outros componentes, estando presentes 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) que sdo compostos toxicos,
mutagénicos ou carcinogénicos. O solo € o local de uma vasta diversidade
microbiana, sendo as bactérias responsaveis pelos principais ciclos biogeoquimicos.
Desta forma as bactérias tém um papel importante na biorremediacdo de ambientes
contaminados por petroleo. O presente trabalho obteve 160 isolados do solo
contaminado da REPAR que apresentam potencial para biorremediacéo.

Introducéo

Em 16 de julho de 2000, quatro milhdes de litros de 6leo vazaram com o rompimento
de uma tubulacdo da Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), unidade da
Petréleo Brasileiro S.A. (Petrobras), em Araucéria-PR, atingindo alguns dos poucos
fragmentos de Floresta Ombrofila Mista Aluvial (floresta aluvial) remanescentes na
regido e uma expressiva area de Formacao Pioneira Flavio-lacustre (varzea). O Oleo
derramado atingiu os solos, as aguas e as comunidades bidticas proximas a
conexdo do oleoduto com o complexo da refinaria onde ocorreu o vazamento
(SILVA, 2014).

O petréleo é constituido por uma mistura complexa de hidrocarbonetos e em
menores quantidades, por compostos nao hidrocarbénicos e outros componentes
organicos, alguns constituintes organometélicos, especialmente complexos de
vanadio e niquel. Em sua composicdo estdo presentes os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) que sao compostos toxicos, mutagénicos ou
carcinogénicos (WIDDEL; RABUS, 2001; FOGHT, 2008).

O estudo da diversidade microbiana presente no solo € essencial para a
descoberta de espécies que sejam capazes de degradar os componentes do
petréleo ja que os métodos tradicionais de remediacdo causam impactos ao
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ambiente com a introducdo de agentes quimicos, possuem altos custos e muitas
vezes ndo se mostram efetivos na remediacdo dos poluentes (DELLAGNEZZE et al,
2014; WU et al, 2017).

Uma alternativa para a recuperacdo de areas contaminadas com
hidrocarbonetos, é a biorremediacdo, que consiste em tornar esses compostos
inertes ou potencialmente menos téxicos ao ambiente, cujo principio consiste na
degradacdo bioquimica dos contaminantes por meio da atividade de microrganismos
presentes ou adicionados no local da contaminacdo (BERNOTH et al., 2000).

Desde o ultimo século, bactérias aerébicas e anaerdbicas tém demonstrado
grande potencial para a remediacdo de poluentes do petrdleo, reduzindo o nivel de
contaminagcdo do solo, como por exemplo os géneros Acidovorans, Acinetobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia, Burkholderia,
Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia,
Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia,
Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e Vibrio (CRAPEZ et al. 2002,
JACQUES et al. 2007, MANDRI & LIN 2007). O objetivo deste trabalho foi isolar
bactérias com potencial para degradar petroleo do solo afetado pelo derramamento
de petréleo da REPAR.

Materiais e Métodos

Doze amostras de 500g de solo, de 10 cm de profundidade, foram coletadas na
Refinaria Presidente Getulio Vargas em Araucaria (REPAR) — PR, em uma area de
varzea de 5,5 hectares que apresenta valores de hidrocarbonetos totais de petréleo
variando de 200 a 6.400 mg/kg de solo. De cada amostra foram pesados 10 g de
solo e transferidas para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 90 mL de solugéo
salina esterilizada (NaCl 0,85%) e mantidas sob agitacdo orbital (80 rpm) por 20
minutos a 27°C. ApoOs a agitacdo, 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 placas contendo 20 mL do meio de cultura BH
(BUSHHNELL; HAAS, 1941) para crescimento microbiano acrescido de petrdleo.
Apés sete dias de crescimento em uma estufa a 27°C, as colonias encontradas
foram transferidas para uma placa maior também contendo meio BH acrescido de
petréleo, onde passaram mais sete dias de crescimento a 27°C em estufa. Por sua
vez, as colbnias que se mantiveram em crescimento foram inoculadas em placas
contendo meio de cultura M9 (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) sdlido e esperou-se 0
crescimento por cinco dias nas mesmas condi¢cdes dos isolamentos anteriores. Apos
o tempo estimado as colénias encontradas nas placas foram inoculadas em frascos
de 10 mL contendo meio de cultura M9 liquido e estocadas em glicerol.

Resultados e Discussao

Foram isoladas 160 bactérias de 12 pontos distintos, sendo 46 para o
gradiente de petrdleo de 200 a 1500 mg/kg (minimo), 63 para o0 gradiente de
petréleo de 1500 a 3000 mg/kg (médio) e 51 para o gradiente de petréleo de 3000 a
6400 mg/kg (maximo) como mostra a tabela 01. O isolamento de bactérias
degradadoras de petr6leo vem ocorrendo desde a década de 1950, desde entdo
muitos géneros ja foram descritos na literatura. Zhang e colaboradores (2010)
isolaram 38 bactérias provenientes de um solo contaminado com 6leo. Sun e
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colaboradores (2018) isolaram 595 bactérias, destas 244 apresentaram crescimento
em meios de cultura contendo hexadecano como Unica fonte de carbono e 27
isolados foram capazes de degradar fendis.

Tabela 01 — Isolamento de bactérias presentes em solo de varzea contaminado com

petréleo.
Ponto de Gradiente de hidrocarbonetos Isolados Isolados
coleta (mg/kg) amostra A amostra B
12 644,95 12 9
15 439,00 3 6
22 183,84 4 1
29 372,80 4 7
4 1.983,60 0 4
17 761,59 9 8
25 1.352,86 11 9
27 1.284,02 12 10
6 2.696,66 4 2
7 3.528,90 10 3
20 6.444,62 12 7
24 3.534,46 8 5
Total 89 71
Conclusdes

O solo da REPAR apresenta bactérias com potencial para degradacdo do
petrdleo. Apo6s uma profunda caracterizacdo bioquimica e molecular serd possivel
avaliar quais grupos de hidrocarbonetos essas bactérias conseguem degradar.
Ainda estdo previstos mais testes com esses isolados bacterianos, como
sequenciamento do gene ribossomal 16S, ensaio de biodegradacdo utilizando o
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol e testes com sider6foros e A&cido
indolacético para selecionar mais especificamente quais tem o melhor potencial para
biorremediacao deste solo.
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