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1 Introducéo

O petréleo e seus derivados sao misturas complexas de hidrocarbonetos. Atividades que véo
desde a exploracdo até a utilizacdo do petroleo podem resultar em contamina¢do dos
ambientes, fazendo da busca por alternativas de recuperacdo ambiental um enorme desafio
(Jacques et al., 2007).

A microbiota é responsavel por funcGes relacionadas a sustentabilidade dos ecossistemas.
Como microrganismos estdo em intimo contato com as particulas do solo e usualmente
respondem a perturbacées, a avaliacdo de atividades microbianas pode fornecer informacdes
acerca dos efeitos da contaminagdo ambiental (Labud et al., 2007).

Microrganismos podem ser capazes de utilizar hidrocarbonetos do petréleo como substratos
para seu crescimento. Neste sentido, as principiais estratégias de biorremediacdo utilizam

potenciais microbianos para a degradacdo de contaminantes (Jacques et al., 2007).

2 Objetivo
Avaliar, em microcosmos, efeitos do 6leo diesel sobre parametros microbianos, bem como

isolar bactérias para averiguar sua capacidade de degradar este combustivel.

3 Metodologia

Solo foi coletado (0-15 cm de profundidade) em Cerro Largo/RS. Ap06s secagem (temperatura
ambiente, 2 dias), o solo foi peneirado (malha de 2 mm) e 500 g foram acondicionados em
frascos de vidro (3 L) estéreis com fechamento hermético. A umidade foi ajustada para 60%
da capacidade de campo. Oleo diesel, esterilizado por filtracio, foi adicionado na proporcio
de 5% em relacdo ao solo seco. Microcosmos contaminados (MC) e ndo contaminados (MS),

em quadruplicata, foram incubados por 71 dias em temperatura ambiente, protegidos da luz.
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A atividade respiratéria foi avaliada pela liberacdo de C-CO,. Recipiente com 20 mL de
NaOH (0,5 mol L™ foi montado nos microcosmos para captar CO,. Os microcosmos foram
abertos periodicamete para a substituicdo dos recipientes de NaOH, com revolvimento do solo
para aeracdo. Aos recipientes retirados foram adicionadas solugbes de BaCl, (30%) e
fenolftaleina (1%), sendo a concentracdo de NaOH titulada com HCI (0,5 mol L™). O C-CO,
liberado (mg C-CO; kg solo™) foi determinado conforme Colla et al. (2014).

Para contagens de bactérias, solo dos microcosmos foi submetido a dilui¢cbes decimais em
salina (0,85 g NaCl L™) estéril e estas diluicdes foram inoculadas em placas de Agar para
Contagem. Apds incubacdo (30 °C, 10 dias), colénias foram contadas e os resultados
expressos como logaritmo de Unidades Formadoras de Col6nia (logi UFC g solo seco™).

Ao final dos 71 dias, coldnias bacterianas distintas foram isoladas dos MC. A capacidade de
degradacao de diesel foi avaliada pela inoculacdo de suspensdo bacteriana (O.D.soonm ~0,2)
em meio mineral contendo diesel estéril (5%) como substrato organico e o indicador redox
(2,3,5-trifeniltetrazdlio cloreto; TTC). O TTC atua como aceptor de elétrons, e sua reducdo
(coloracdo rosea) indica a utilizacdo do substrato (Cerqueira et al., 2012). As incubacdes

ocorreram a 30 °C por 10 dias, e os resultados expressos qualitativamente (positivo/negativo).

4 Resultados e Discussao

Para investigar o potencial efeito do 6leo diesel sobre a microbiota, foram avaliadas a
respiracdo do solo e contagens de bactérias. A microbiota dos solos, majoritariamente
heterotrofica, necessita da energia suprida pela oxidacdo de compostos organicos através de
processos respiratorios, resultando na liberacdo de CO,. Nos MC, a respiracdo media diaria
foi sempre mais elevada do que nos MS (Figura 1). Ao final dos 71 dias, a respiragdo
acumulada foi 5,1 vezes maior nos MC em relacdo aos MS. Esta diferenca pode ter resultado
da utilizacdo do diesel como fonte de carbono pela microbiota, fornecendo indicios da
capacidade de microrganismos do solo em metabolizar este combustivel. Porém, efeitos
estressantes do diesel também podem resultar em maior atividade respiratoria da microbiota
na tentativa de ajustar-se a presenga do contaminante. Ainda, a microbiota tolerante a
contaminacdo pode ter incrementado sua atividade respiratéria devido a utilizacdo de
microrganismos mortos pelo diesel como fontes de carbono e energia (Labud et al., 2007).

O namero de microrganismos cultivaveis pode indicar impactos da contaminacdo sobre a
populacdo microbiana autoctone do solo. Mesmo considerando que tais contagens amostram

pequena parcela da microbiota total dos solos, os resultados indicaram tendéncia de maior
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populacdo bacteriana nos MC (Figura 2). Desta forma, somados a respiracdo do solo (Figura
1), estes resultados indicam que parte da populacdo bacteriana foi capaz de utilizar o

contaminante como substrato (Colla et al., 2014).

Figura 1. Liberacdo média diaria de C-CO, em microcosmos contaminados (®) e
ndo contaminados (o) com Oleo diesel, durante 71 dias
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Figura 2. Contagens médias de bactérias em microcosmos contaminados (®) e
nao contaminados (o) com 6leo diesel, durante 71 dias
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Apbs 71 dias de incubacdo, 19 cuturas puras de bactérias foram isoladas dos MC. Cada
isolado foi inoculado em meio mineral adicionado de TTC contendo diesel como Unico
substrato organico. Das 19 bactérias isoladas, 18 provocaram a redu¢do do indicador TTC.
Estes resultados sugerem que as bactérias avaliadas possuem maquinaria enzimatica para
converter hidrocarbonetos em intermediarios de rotas catabdlicas (Jacques et al., 2007), ou
seja, indicam a capacidade de degradar e utilizar o dleo diesel como fonte de carbonos e

energia (Cerqueira et al., 2012).

5 Concluséao

A maior respiragdo do solo nos microcosmos contaminados, consistemente observada durante
71 dias, indica a capacidade da microbiota autéctone em catabolizar o 6leo diesel. Tal fato foi
reforcado pelo isolamento de bactérias que demonstraram potencial para degradacdo de

hidrocarbonetos consituintes deste combustivel.
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