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RESUMO

Dentre as possibilidades de tratamento e limpeza de contaminagao
ambiental por o6leos, 0 uso de microrganismos para fazer a degradacdo desse
contaminante tem se destacado pela eficiéncia, custo e praticidade. Denominada de
biorremediagao, essa técnica tem como objetivo a degradagao do contaminante por
organismos vivos nao patogénicos e adicionados ao ambiente contaminado. Alguns
produtos ja existem com esse objetivo de remediar ou de diminuir a contaminagéo,
principalmente na area de tratamento de esgoto, com muitos deles usando
associacdes de duas ou mais espécies de bactérias, dentre elas Bacillus subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens. Contudo, o grau de efetividade dessas associag¢des tanto
em termos de velocidade de tratamento e amplitude de compostos biodegradados
pelos organismos ainda n&o foram plenamente demonstrados, e podem ser
limitados pela fisiologia e competicdo das espécies em uso. Entdo, o objetivo deste
trabalho é testar a eficiéncia da remediagdo de contaminagdo com o6leo lubrificante
das bactérias Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens sozinhas ou em
associacdo em modelo de contaminacido de solo por 6leos lubrificantes. O
acompanhamento da remediagdo foi feito através do Respirbmetro de Bartha,

sistema esse que serve para a solubilizagdo do diéxido de carbono (COZ) gerado na

degradacdo do contaminante em uma solugdo de hidroxido de potassio e
posteriormente foi feito a titulagdo dessa solugao, comparando com a titulagdo do

sistema padrao/branco para analisar a producéo de 602 produzido. Apresentando o

desempenho satisfatorio do sistema de Bartha que foi uma adaptacao diretamente
do respirbmetro comercial, possibilitando uma alternativa mais barata e acessivel,
em 93%, para se reproduzir pesquisas desse ramo. Para o desempenho da
biodegradacgao foi observado que as bactérias em diferentes proporg¢des e variaveis
submetidas, apresentaram bom potencial de degradagdo do hidrocarboneto,

individualmente e na forma de associagao.

Palavras-Chave: Biorremediagdo, oleo lubrificante, Respirbmetro de Bartha,

Bacillus Amyloliquefaciens e Bacillus Subtilis.



ABSTRACT

Among the possibilities for treating and cleaning environmental contamination
by oils, the use of microorganisms to degrade this contaminant has stood out due to
its efficiency, cost and practicality. Called bioremediation, this technique aims to
degrade the contaminant by non-pathogenic living organisms added to the
contaminated environment. Some products already exist with the aim of remedying
or reducing contamination, mainly in the area of sewage treatment, with many of
them using associations of two or more species of bacteria, including Bacillus subtilis
and Bacillus amyloliquefaciens. However, the degree of effectiveness of these
associations, both in terms of speed of treatment and range of compounds
biodegraded by organisms, has not yet been fully demonstrated, and may be limited
by the physiology and competition of the species in use. Therefore, the objective of
this work is to test the efficiency of remediation of contamination with lubricating oil of
the bacteria Bacillus subtilis and Bacillus amyloliquefaciens alone or in association in
a model of soil contamination by lubricating oils. Monitoring of the remediation was
carried out using the Bartha Respirometer, a system that serves to solubilize carbon
dioxide (CO2) generated in the degradation of the contaminant in a potassium
hydroxide solution and subsequently the titration of this solution was carried out,
comparing with the titration of the standard/blank system to analyze the production of
CO2 produced. Presenting the satisfactory performance of the Bartha system, which
was a direct adaptation of the commercial respirometer, enabling a cheaper and
more accessible alternative, by 93%, to reproduce research in this field. For
biodegradation performance, it was observed that the bacteria in different proportions
and variables submitted, presented good potential for hydrocarbon degradation,

individually and in the form of an association.

Keywords: Bioremediation, lubricating oil, Bartha Respirometer, Bacillus
Amyloliquefaciens and Bacillus Subtilis.
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1 INTRODUGAO

A Constituicao Federal Brasileira, em seu art. 225, declarou termos todos o
direito fundamental “ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso
comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico
e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras
geragdes”. Porém no Brasil, principalmente nos ultimos quatro anos, tem-se visto um
descaso governamental com o meio ambiente, como previsto por Bruno Carvalho na
matéria “A Amazbnia queimara novamente” do The New York Times Opinion de
27/05/2020. De forma a termos queimadas histéricas em biomas como Pantanal e
Amazobnia, noticias de assassinatos e perseguicdo aos povos originarios e a todos
aqueles que de alguma forma tentavam denunciar esses crimes. Este tipo de
cenario ndo se tem muito espagco na midia, consequentemente ocorréncias de
incidentes ambientais menores também ndo chegam ao conhecimento da
populagdo, como é o caso de contaminagdes de solos por derivados do petroleo.
Podemos perceber a superficialidade com que é tratado o tema, em um dos maiores
portais de noticias nacional (G1), em noticiar o tombamento de um caminhao, que
transportava 6leo lubrificante na BR-262 em 30/03/2021, e em nenhum momento se
comenta as condicbes e consequéncias do solo com essa quantidade de

contaminante.

O refino de petroleo existe por muitas finalidades, dentre elas: - Automotivo,
o combustivel que o seu veiculo usa é resultado de muita pesquisa aplicando a mais
alta tecnologia e o0s mais rigorosos padroes de qualidade; Industriais,
desenvolvemos produtos para a industria brasileira com qualidade e tecnologia
reconhecidas mundialmente; Pavimentacdo, pavimento € a construcdo com o
objetivo de resistir aos esforgos oriundos do trafego e do clima. Grande parte das
estradas e ruas pavimentadas no Brasil utilizam revestimento asfaltico; Aviagao, os
combustiveis de aviacdo Petrobras seguem as melhores praticas internacionais,
levando nossa qualidade aos céus do mundo todo; Oleo Diesel Ndo Rodoviario,
fornecemos também oleo diesel adequado a aplicacbes nao rodoviarias, como
geragcao termelétrica de energia, transporte ferroviario de carga e passageiros e
algumas modalidades de mineragcédo a céu aberto; Maritimos, Nossa marca também

impulsiona barcos e navios (Petrobras, 2021).
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Para suprir esta enorme demanda, nosso parque de refino produz diversos
derivados por dia, como diesel, gasolina, nafta, querosene de aviagao, gas liquefeito
de petroleo, lubrificantes, entre outras substéncias que servem de matéria prima
para diversos outros produtos. Hoje, a produgcdo do pré-sal, em aguas
ultraprofundas, ja é uma realidade consolidada. Nossas atividades estdo focadas em
reservatorios de petroleo em aguas profundas e ultraprofundas no Brasil, que
representaram 95% de nossa producgéao total em 2021 (Petrobras, 2021). Segundo a
Petrobras, as trés refinarias (Reduc, RLAM e Lubnor) capazes de produzir éleos
basicos lubrificantes tem capacidade nominal de aproximadamente 800 mil m3*ano,
embora a produgdo atual seja aproximadamente 600 mil m3/ano desde 2009. Nos
préximos anos nao se projetam novas unidades para produgao de lubrificantes no
Pais. Desta forma, como a demanda por 6leos basicos lubrificantes ndao € atendida
pela producdo, o pais se mantera importador destes derivados. (EPE, 2018). Ainda
segundo a Agéncia Nacional de Petréleo, no Boletim de Lubrificantes 01/2019, no
mercado interno foram vendidos 85.309,31 m?*® de lubrificantes acabados. E
111.077,37 m?® de Oleos lubrificantes acabados dispensados de coletas, sobre as
quais nao incide metas de coleta de dleo lubrificante usado ou contaminado, de
acordo com a Resolugdo CONAMA n° 362/2005.

O Odleo lubrificante automotivo tem a fungcdo de retardar o desgaste das
pecas metalicas do motor, promovendo maior vida util para os veiculos. O 6leo ainda
dispersa o calor presente, protege contra oxidagdo, reduz o atrito e
consequentemente os ruidos produzidos. Em sua constituicdo, o dleo lubrificante
possui muitos aditivos, tais como cromo, chumbo, cadmio, arsénio e entre outros
que sdo bioacumulativos, e podem levar a doengas degenerativas e cancerigenas
em seres humanos. Um 6leo lubrificante novo representa um produto com certo grau
de perigo, isto porque, além de ser feito basicamente a partir do petréleo,
geralmente contém diversos tipos de aditivos que, em altas concentragbes, sao
severamente téxicos (Amarante; Alva, 2018). Devido todo esse poder de
contaminagao, a Norma Brasileira NBR 10.0004 (ABNT, 2004) especificamente sob
o codigo F-130, prevé seu descarte, que deve ser o mais correto possivel. Como
manda a Resolugdo Conama n° 362, de 23 de junho de 2005 que estabelece que

todo dleo lubrificante usado ou contaminado (OLUC) devera ser recolhido, coletado
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e ter destinagdo final de modo que ndo afete negativamente o meio ambiente e

propicie a maxima recuperagao dos seus constituintes.

Quando descartados no solo, como descreve o Guia Basico de
Gerenciamento de OLUC (2011), ou quando vaza no solo, inutiliza o solo atingido,
tanto para a agricultura, quanto para a edificagdo, matando a vegetacdo e os
microorganismos, destruindo o humus, causando infertilidade da area que pode se
tornar uma fonte de vapores de hidrocarbonetos. Ainda segundo o Guia Basico de
Gerenciamento de OLUC (2011), os efeitos dos metais presentes na composigao
dos Oleos lubrificantes sdo diversos ao organismo humano como: cancer nos
pulmbes e traquéias, acumulo de metais principalmente nos rins, ossos e figado,
cancer de pele e intoxicagdo aguda. Sao alguns dos principais problemas causados

pela toxicidade dos 6leos lubrificantes automotivos.

Neste contexto, a biorremediagdo é uma tecnologia ambiental utilizada para
tratar contaminag¢des locais com o uso de componentes bioldgicos capazes de
decompor o poluente em moléculas mais simples. A biorremediagao pode ocorrer de
forma intrinseca ou natural, isto €, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas
de remediacdo, mas também pode ser bioestimulada com a adicao de nutrientes,
oxigénio e surfactantes, ou ainda pode ser bioampliada com a inoculagdo de
consorcios microbianos enriquecidos (Bisogninl et al., 2017). A biodegradacao de
hidrocarbonetos complexos geralmente requer a cooperagdo de mais de uma
especie. Isto € particularmente verdadeiro em poluentes que sdo constituidos de
muitos compostos diferentes, tais como o petréleo bruto. Microrganismos individuais
podem metabolizar apenas uma gama limitada de substratos de hidrocarbonetos.
Por outro lado, grupos de microrganismos (populagbes mistas) com grandes
capacidades enzimaticas sdo necessarias para viabilizar uma elevada taxa e

extensdo da biodegradagao dos derivados de petrdleo (Kronbauer et al., 2022).

No contexto ecoldgico, populagdes de Bacillus subtilis tém como habitat
natural o solo, 0 mesmo que abriga uma complexa comunidade biolégica, da qual
microrganismos procariotos e eucariotos constituem maioria, tanto em numero
quanto em diversidade. No entanto, aquele procarioto pode ocupar nichos
ecoldgicos distintos em associagdo com plantas, estabelecendo-se na rizosfera,

rizoplano, filoplano e nos tecidos internos, onde se multiplicam, sobrevivem e se
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protegem da acgédo antagonistica do restante da microflora autdctone (Filho et al.,
2010).

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva, ndao patogénica, sendo
amplamente utilizada na produgado de enzimas extracelulares em escala mundial.
Quando exposta a um meio que apresenta deficiéncia de nutrientes, o B. subtilis
produz um tipo de célula morfologicamente distinta, denominada de esporo. Os
esporos de B. subtilis, apresentam propriedades de resisténcia, capazes de
sobreviver por longos periodos de tempo sob condigbes extremas de estresse.
Devido a sua estabilidade e seguranga, o esporo € uma ferramenta biotecnoldgica
ideal pois suporta alta temperatura, dessecacgao, auséncia de nutrientes e exposicao
a solventes quimicos, tais caracteristicas facilitam o armazenamento e o transporte

dos mesmos (Alves, 2018).

A espécie Bacillus amyloliquefaciens tem sido extensivamente estudada e
tem afinidade filogenética com B. subtilis; por muito tempo foi até considerado seu
subespécies. Estudos desenvolvidos com B. amyloliquefaciens associaram O uso
dessa bactéria ao aumento defesa vegetal, apresentando resultados positivos no
controle de nematdides e outros microorganismos. Além disso, ha relatos de que,
quando utilizado em diferentes espécies de cultivo, o beneficio ndo se restringe
apenas ao controle de doencgas, mas também promove o crescimento das plantas,
como observado em diversas culturas como arroz, eucalipto, trigo e tomate, entre
outros (Rios et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a possibilidade de potencializagdo da biodegradacdo de Ooleo
lubrificante automotivo em solo tipo argissolo vermelho com a adicdo de uma

associagao de microrganismos Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens.

2.2 Objetivos Especificos
e Reconstruir o sistema do Respirbmetro de Bartha de maneira que possa ser
facilmente replicado, utilizando materiais reciclaveis e de baixo custo,
mantendo a eficiéncia e a reprodutibilidade;
e Testar a taxa de respiragao das bactérias per se e em associacao;
e Analisar, de maneira comparativa, os desempenhos gerados pelas diferentes

proporcoes de remediadores;
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3 JUSTIFICATIVA

A degradacao de hidrocarbonetos segue sendo um dos grandes problemas
na area ambiental e grande desafio para o ramo cientifico. Devido a sua estabilidade
molecular, os hidrocarbonetos sao poluentes persistentes no meio ambiente,
resistentes a degradagbes quimicas e bioldgicas. Ainda sdo bioacumulativos, se
acumulando nos seres vivos ao longo de suas vidas podendo causar cancer, danos
ao sistema nervoso e central, sistema muscular, disturbios renais, dentre outros.

As dificuldades de se tratar um solo contaminado, como lentiddo nas
respostas de degradacgao, altos custos para procedimentos ex-situ e cuidados na
selecao microbiana para nao ocorrer desequilibrio ecolégico. Também sao alguns
fatores que dificutam a implementacdo e desenvolvimento da técnica de
biorremediagao.

Com intengdo de somar mais conhecimento e uma potencial ajuda para
solucionar esse problema em questéo, o trabalho tentou desenvolver proporgdes de
bactérias capazes de remediar o solo contaminado, de maneira que possa ser
replicado facilmente, com mais acessibilidade econémica e possibilitar um beneficio
ao meio ambiente sem causar desequilibrio ecologico.

O sucesso desta pesquisa tem a possibilidade de gerar uma via alternativa
de remediagao, através de associacdo de microrganismos conhecidos, barato e de
facil acesso aos produtores e consumidores, e de maneira ecologicamente
equilibrada. Resolvendo assim um problema ambiental de escala mundial e de

extrema popularidade a qualquer nagéo.
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4 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

4.1 Definigao de solo

O solo é o resultado de um paciente trabalho da natureza. Particulas
(minerais e organicas) vao sendo depositadas em camadas (horizontes) devido a
acao da chuva, do vento, do calor, do frio e de organismos (fungos, bactérias,
minhocas, formigas e cupins) que vao desgastando as rochas de forma lenta no
relevo da terra. Para que se ter ideia de como esse processo de formacao do solo é
lento e paciente, saiba que sdo necessarios cerca de 400 anos para se formar 1 cm
(um centimetro) de solo. (EMBRAPA, 2023)

4.2 Classificagao e caracterizagcao do solo

A classificacdo de um solo é obtida a partir da avaliacdo dos dados
morfoldgicos, fisicos, quimicos e mineraldgicos do perfil que o representa. Aspectos
ambientais do local do perfil, tais como clima, vegetacao, relevo, material originario,
condi¢des hidricas, caracteristicas externas ao solo e relagdes solo-paisagem, sao
também utilizadas.

A classificagdo de um solo se inicia com a descrigdo morfoldgica do perfil e
coleta de material de campo, que devem ser conduzidas conforme critérios
estabelecidos em manuais (IBGE, 2005; Lemos; Santos, 1996; Santos et al., 2005),
observando-se 0 maximo de zelo, paciéncia e critério na descricdo do perfil e da
paisagem que ele ocupa no ecossistema.

As caracteristicas morfolégicas observadas em campo necessitam ser
descritas de forma completa, conforme os referidos manuais, recomendando-se 0s
cuidados necessarios para registrar com exatiddo a designagao dos horizontes do
perfil (EMBRAPA, 1988b; Santos et al., 2005) e todas as caracteristicas morfolégicas
usuais e extraordinarias. Sao muito relevantes as anotagbes quanto ao
fendilhamento do solo, microrrelevo (gilgai), cores indicativas de oxidacao e reducao,
altura e flutuacao do lencol freatico, horizontes ou camadas coesas ou compactadas,
profundidade das raizes no perfil, atividade biolégica ao longo do perfil e quaisquer

ocorréncias pouco usuais ou extraordinarias (EMBRAPA, 2022).
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4.3 Oleos Lubrificantes Usados ou Contaminados (OLUC)

OLUC é a abreviacdo de Oleo Lubrificante Usado ou Contaminado, apds
retirado do motor ou equipamento, passa a ser um residuo perigoso chamado oleo
lubrificante usado ou contaminado, conhecido popularmente como “6leo queimado”,
denominagédo que nao é correta e deve ser evitada (Gerenciamento de oluc, 2001).
Como adendo ao sobredito, por mais que o termo venha a ser incorreto, € o termo
popular e mais utilizado em ambientes onde tenham a presenca do 6leo pds uso.
Assim popularizando e facilitando a linguagem do trabalho apresentado.

Os 6leos basicos lubrificantes sdo usados na formulacdo dos diversos tipos
de produtos, com aplicagdes tais como 6leos para motor, sistemas hidraulicos, leos
para turbinas, mancais e compressores, além de usos em que sua fungédo nao é

lubrificar, como dleos isolantes (Petrobras, 2022).

4.4 Toxicidade do éleo

O dleo lubrificante usado ou contaminado é considerado como um residuo
perigoso de acordo com a Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), e por
isso € de extrema importdncia que haja um cuidado especial na coleta,
armazenagem, transporte e descarte do mesmo. Ele possui produtos resultantes da
sua utilizagdo, como por exemplo metais pesados, que podem ser extremamente
prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente (Schuelter, 2014).

Do ponto de vista ambiental, os éleos lubrificantes ndo sdo soluveis em agua
e também ndo séo biodegradaveis, eles impedem a passagem de oxigénio através
de outros meios e ainda espalham substancias toxicas no meio ambiente, podendo
causar intoxicagdao na fauna aquatica pela presenca de compostos como o tolueno,
0 benzeno e o xileno, entre outros. Os compostos quimicos existentes nos 6leos
lubrificantes usados produzem efeitos diretos sobre a saude humana e varios deles
sdo cancerigenos. O desperdicio e a poluicdo pelo uso do 6leo lubrificante
automotivo usado podem ser evitados quando ha a troca do mesmo em local
especializado e licenciado para este fim. Nestes locais, o 6leo é recolhido e
encaminhado para o destino ambientalmente correto, conforme legislagdo ambiental
vigente (Schuelter, 2014).
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4.5 Biorremediagao

A biorremediacao é definida como sendo o0 uso de processos bioldgicos para
degradar, transformar e/ou remover contaminantes de uma matriz ambiental, como
agua ou solo. A biorremediagdo € um processo que ocorre naturalmente pela agéao
de bactérias, fungos e plantas, onde os processos metabdlicos destes organismos
sdo capazes de utilizar estes contaminantes como fonte de carbono e energia. A
atenuagao natural monitorada € um conceito pelo qual uma area contaminada é
remediada por biodegradacdo natural. Para a correta avaliagdo destes processos,
uma combinagdo de métodos quimicos e bioldégicos é normalmente utilizada
(UNIFESP, 2022).

A biorremediagcdo € entendida como um processo que envolve degradagao
de produtos toxicos, transformando-os em produtos n&o tdxicos. A remocgédo ou
reducdo destes contaminantes téxicos no ambiente pode ser entendida também
como uma forma de biorremediacao (Fontes, 2018).

As estratégias de biorremediagao incluem: a utilizagdo de microrganismos
autéctones, ou seja, do préprio local, sem qualquer interferéncia de outras
tecnologias ativas de remediacdo, conhecida como biorremediacéo intrinseca ou
natural; a adicdo de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e surfactantes,
processo conhecido como bioestimulagdo e a inoculagdo de consorcios microbianos

enriquecidos, denominados de bioaumentagao (Kronbauer et al., 2022).
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4.6 Respirometro de Bartha

O respirbmetro é um sistema fechado, constituido de duas camaras
interligadas, onde ocorrem, na primeira, a biodegradagao dos compostos organicos
por microrganismos nativos ou introduzidos no solo e a produgcédo dos gases acidos
que é transferido para a segunda camara, onde se dissolve numa solugdo de
hidroxido de potassio. A quantificagdo dos gases acidos é feita regularmente pela
retirada e titulacdo da solucdo de hidroxido de potassio, mostrando assim o

comportamento da atividade microbiana (Mello et al., 2007).

Figura 1 - Esquema do respirbmetro de Bartha

Legenda:
A -Tampa da cinula (vedagio
com papel "PARA-FILM")
B - Cinula (© int. 1 a 2 mm)
75 mm com dispositivo para a introdugdio
da seringa
C - Vedagio com rolha de
borracha
D - Brago lateral (B = 40 mm;
H = 100 mm}
E -Solugio de KOH-02N
F - Solo/lodo/nutrientes (50
gramas em base seca)
G - Frasco “Erdenmeyer” (250 mL)
H - Vilvula
I - Camada suporte (1 de vidro
ou algoddo)
J - Filtro de ascarita ou cal
sodada (¢ =15 mm e H= 40 mm)

Fonte: (Mello et al., 2007).
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4.7 Filtro absorvedor de Diéxido de Carbono

Filtro € um aparelho/sistema que se faz a passagem de um fluido para
retencdo de corpos em suspensdo 0s quais nao sado desejados. Tem como
finalidade a filtragem de gases indesejados para dentro do respirémetro, filtrando-os
e possibilitando a entrada, apenas, do oxigénio. Essa inje¢gao de O, tem como
objetivo a potencializagdo das bactérias na degradagdo do O6leo lubrificante
contaminado.

A cal sodada € um absorvedor de di6éxido de carbono bastante utilizada nos
aparelhos de anestesia, permitindo que seja utilizado um baixo fluxo de gases
frescos e reduzir o consumo de anestésico (Arai; Azevedo, 2011).

Possui um tempo de vida util limitado e deve ser trocada quando for
perceptivel a mudancga de coloracdo. Uma cal sodada em boas condi¢gdes possui a
cor branca, enquanto que uma cal sodada saturada tem sua cor alterada para

violeta/azulada/roxa, indicando a necessidade de troca (Sobecc, 2017).
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4.8 Bacillus amyloliquefaciens

De acordo com Welker e Campbell (1967) Bacillus amyloliquefaciens, séo
bastonetes Gram-positivos, moéveis por flagelos peritricos, catalase positivos e
formadores de esporos. Esta bactéria possui comportamento bioquimico semelhante
ao do Bacillus subtilis, porém com maior produgao de a-amilase e maior percentual
molecular das bases guanina + citosina do seu DNA. Seu perfil bioquimico se
caracteriza por provocar hidrélise do amido, produzir acetimetil carbinol, fermentar
carboidratos como glicose, sacarose e lactose com producédo de gas, hidrolisar a

gelatina e reduzir nitrato a nitrito (Petrillo , 2015).

Bacillus amyloliquefaciens produz uma diversidade de enzimas, tais como:
a-amilase, galactanase, isoamilase, mananase, xilanase, metal protease, serina
protease, fosfatase alcalina, ribonuclease (Priest, 1977). Ja existem muitas
aplicagbes industriais das enzimas produzidas por B. amyloliquefaciens: as
proteases alcalinas s&o muito utilizadas na industria de detergentes e as amilases

sdo utilizadas na industria de bebidas (Lisbéa, 2006, p. 17).

4.9 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva nao patogénica, amplamente
utilizada na produgédo de enzimas extracelulares em escala mundial. Esta bactéria
recebeu o status GRAS (generally regarded as safe) pelo FDA Americano (agéncia
reguladora ligada ao departamento de saude do governo norte-americano), € uma
das mais estudadas, tendo seu genoma e caracteristicas bem elucidadas. O B.
subtilis, quando submetido a um ambiente escasso em nutrientes, produz uma célula
morfologica distinta chamada esporo (Wang; Wang; Yang, 2017). Esses esporos
possuem grande resisténcia, podendo sobreviver extremos de temperaturas (altas
ou baixas), além de outras condigdes adversas. Ademais, B. subtilis tem um
histérico de seguranga incontestavel, pois seus esporos s&o muito utilizados como
probiéticos para humanos e animais, em algumas regides da Asia e da Africa, na
qual existe um grande consumo de alimentos a base de esporos (Alves et al., 2018).

Lanna Filho et al., (2010) destacaram entre as versatilidades desta espécie,
a capacidade de formar enddsporo em condicbes desfavoraveis (temperatura,
osmolaridade ou escassez de nutriente). A habilidade de bactérias formadoras de

enddsporos permanecerem metabolicamente dormentes por longos periodos,
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aumenta sua sobrevivéncia na superficie foliar, possibilitando sua permanéncia em
periodos secos, temperaturas extremas e na deficiéncia temporaria de nutrientes
(Vargas, 2020).



27

5 METODOLOGIA

Apos estudos sobre o procedimento a ser usado como método avaliativo,
foram iniciados os primeiros ensaios laboratoriais no Centro de Ciéncias e
Tecnologias Ambientais (CCTA) da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA)
campus Cacgapava do Sul. Buscando sempre o uso de materiais de facil acesso,
visando o reuso de material, baixo custo e simplificando o método para ampliar a

reproducao do trabalho.

Figura 2 - Fluxograma metodolégico

[ Coleta do solo ] [ Material Comprado } [ Material reciclado ]

A J
[ Analise do solo ] \

[ Elaboragao do Sistema ]

A J

[ 1509 de solo Y
[ Teste de Estanqueidade }

[ Agua destilada 15 mL

v

Preparo dos ensaios Producao do Filtro de CO, ]

[ Oleo contaminante 15 mL

A J

[ Aplicagao dos Sistemas J

[ Proporgoes de Bactérias 1ml

A J

[ Monitoramento CO, H Método Titulométrico J

A J

[ Analise de dados J

Fonte: O autor (2023)
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5.1 Localizagao e caracterizagao do solo

As amostras de solo foram coletadas nas margens da Universidade, na
Avenida Pedro Anunciacdo, 111 - Bairro Vila Batista - Cagapava do Sul, RS. Para os
métodos analiticos foram usado o roteiro da EMBRAPA do Manual de Métodos de

Analise de Solo para analises de solo.

Figura 3 - Mapa de localizagdao do municipio

- ~ I
Localizacao da area de estudo
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T T T T T T
4 a ;
<\\ il
Sao Sepé
g X ’ Cachoeira do Sul é
Er 8
g g
Vila Nova do Sul i
g 15
o Legenda
8 5 I oras!
. 18 [ Rio Grande do Sul 0_ 500 1000 km
3 2 |
B 8 I I
75.000°W 50,000
g 8
gL g
g s
g 8
Lavras do Sul
Santana da Boa Vista
Legenda
[_IRio Grande dbo Sul 0 100 200 km
g - [ Cagapava do Sul | .|
2 0 10 20 km 4
sl -2
g | ) ]
& g
o e Fonte: Malha digital - IBGE
T T TR S T Sistema de coordenadas geograficas SIRGAS 2000

Fonte: (o autor, 2022)

O local de retirada das amostras foi escolhido devido a sua localidade e por
ser em uma beira de estrada, caracteristica desejada por possibilitar a comparagao
com um derramamento acidental de um veiculo qualquer parado na beira da

estrada.
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5.2 Pedologia

O municipio de Cagapava do Sul esta sob quatro tipos de solo, segundo a
Embrapa no mapa de solos do Brasil, sendo eles; Argissolos Vermelho-Amarelo
Distréficos, Neossolos Liticos Eutréficos, Luvissolos Crémicos Orticos, Planossolos
Haplicos Eutroficos e, por fim, Argissolos Vermelhos Distroficos. Vale ressaltar que
trabalhamos com o horizonte A do solo, onde possui muita interagao de matéria, alta
atividade biologica organica e exposi¢cao direta com o intemperismo.

Argissolos de cores vermelhas acentuadas devido a teores mais altos e a
natureza dos oOxidos de ferro presentes no material originario, em ambientes bem
drenados. Apresenta fertilidade natural muito variavel devido a diversidade de
materiais de origem. O teor de argila no horizonte subsuperficial (de cor vermelha) é
bem maior do que no horizonte superficial, sendo esse incremento de argila
percebido sem dificuldade quando se faz o exame de textura, no campo.
(EMBRAPA, 2021)
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5.3 Analises Fisicas

Para as andlises fisicas foi utilizado o Manual de Métodos de Analise de
Solo da EMBRAPA, para isso foi retirado da superficie do solo as folhas, gravetos e
demais restos culturais que possam comprometer a qualidade da amostragem.
Como o objetivo da analise de solo é obter um resultado representativo da area, nao
retira-se amostras simples préximas a casa, depdsito de adubo e corretivos, cerca,
brejos, vogorocas, curva de nivel, arvores, sulcos de erosdo, formigueiros,
cupinzeiros, esterco, caminho, carreador, ou qualquer outra mancha nao
representativa da area (EMBRAPA, 2022).
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5.3.1 Preparo das amostras
Para a determinacédo de TFSA (Terra Fina Seca ao Ar), Cascalho e Calhaus,
foi usado o Manual de Métodos de Analise de Solo da EMBRAPA de 2017. Segue os

passos adaptados para o procedimento da pesquisa:

Colocamos as amostras coletadas em bandejas para secagem, espalhamos e
destorroamos os torrdes existentes manualmente.

Deixamos em local ventilado e seco até completar a dessecagao ao ar.

Apds a secagem, pesamos e anotamos a massa da amostra (TSA) que foi
preparada.

Procedemos o destorroamento do solo colocando a amostra sobre a peca de
borracha separado para um lado a fragdo grosseira destacavel. Pressionamos
manualmente um rolo de madeira até desfazer os torrdes maiores.

Passamos a amostra de solo destorroada pela peneira de malha 2 mm. As
particulas individuais maiores que 2 mm (cascalho, calhaus e matacdes) ficaram
retiras na peneira. A fracdo que passou pela peneira € a terra fina seca ao ar (TFSA)
que foi utilizada na analise granulométrica.

O material retido foi colocado em béquer com agua (até cobrir a amostra),
mais 10 mL de NaOH mol/L, agitado com o auxilio de um bastao varias vezes. Apds,
colocamos novamente este material sobre a peneira e lavamos com agua.

Apdés a lavagem, passamos o material retido para recipiente identificado e
deixamos secar em estufa, a 105 °C, por 24h. Apds seco, resfriado e procedemos a
separagao de cada fracao (cascalho, calhaus e matacdes), utilizando o conjunto de
peneiras montadas na ordem crescente de tamanho de abertura de malhas das
peneiras: fundo, 20mm e 200mm.

A fracdo retida em cada peneira foi entdo pesada e calculada a proporcéo
dessas fracbes em relacdo a massa total inicial da amostra descontada a umidade
do solo, ou proporcéo da terra fina seca em estufa (TFSE) (EMBRAPA, 2017).
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5.3.2 Analise Granulométrica

O procedimento seguido foi adaptado do Manual de Métodos de Analise de
Solo da EMBRAPA de 2017. Para solos “normais” sem concentragdes elevadas de
matéria organica ou de sais soluveis. (EMBRAPA, 2017)

A analise granulométrica busca a quantificagcado da distribuigdo por tamanho
das particulas individuais de minerais do solo, a caracterizagdo granulométrica deve
ser realizada para identificacdo textural das amostras com peneiramento para o

material mais grosseiro e sedimentag&o para o material fino.

Pesamos 20,00 g de solo (TFSA).

Adicionamos aproximadamente 10 ml de agua destilada e 10 ml de NaOH 1
mol/L. Agitamos com um bastdo de vidro e deixamos em repouso por uma noite.

Transferimos para o copo do dispersor, adicionamos mais 150 mL de agua
destilada e agitamos por 15 minutos, a aproximadamente 12.000 rpm.

Ao final da dispersao transferimos a suspensao para proveta de 1000 mL,
passando pela peneira numero 270 (0,053 milimetros). Lavamos o material retido na
peneira utilizando frasco lavador contendo agua destilada. Tivemos o cuidado de
nao ultrapassar a marca de 1000 mL.

Transferimos as areias retidas na peneira para um recipiente previamente
pesado, (utilizar balanca com legibilidade de 0,01 g), e colocamos na estufa. Apds
24 horas resfriado em dessecador e pesados. Separamos este material em areia
grossa e fina, usando peneira numero 70 (0,210mm).

Completamos o volume da proveta de até 1000 mL com agua destilada e
homogeneizamos o0 conteudo da mesma com o bastdo agitador manual por
aproximadamente 1 minuto. Apds, medimos a temperatura da suspensido e
verificamos na tabela o tempo de espera para a pipetagem.

Preparamos os recipientes para argila: colocamos os recipientes, limpos, em
estufa, por no minimo 2 horas, resfriado em dessecador e pesados em balanga com
legibilidade 0,0001 gramas.

Apos esperar o tempo de sedimentacdo, pipetamos 25 mL da suspensdo
contida na proveta, na profundidade de 5 cm, tendo o cuidado para nao agitar a
amostra durante a pipetagem. Fizemos uma sucgao rapida e continua para evitar o

turbilhonamento.
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Transferimos a suspensao pipetada para os recipientes previamente pesados
e colocamos na estufa. Apds secagem por 24 horas, transferimos em dessecador e
pesamos novamente.

Fizemos uma prova em branco para calcular o peso do dispersante:
colocamos 10 mL de NaOH 1 mol/L em proveta 1000 mL e completamos com agua
destilada. Agitamos com o bastdo agitador manual, medimos a temperatura,
esperamos o0 tempo de sedimentagcdo. Apos este tempo, pipetamos 25 mL da
solucédo a 5 cm de profundidade e transferimos para um recipiente previamente
pesado (usar balanga com legibilidade 0,0001 gramas). Levamos o recipiente para a

estufa, e apos a secagem, resfriado em dessecador e pesado (EMBRAPA, 2017).

5.3.3 Determinacgao do Fator de correcao (f) devido a umidade residual:
Passamos aproximadamente 20 g de TFSA e registramos o peso na planilha.
Colocamos a amostra em estufa (105°C) por um periodo de 24 horas.

Apos seca, resfriamos a amostra em um dessecador e pesamos.

Calculamos “f” pelas seguintes formulas

A) f=TSFA/TSFE
B) UR% = (TFSA - TFSE)/ TFSA

5.3.4 Classificagao textural

A classificagao textural sera realizada com base no tridngulo textural, essa
classificagdo leva em conta os teores de particulas tamanho argila, silte e areia
presentes na amostra.

Essa etapa da analise visa quantificar a distribuicdo pelo tamanho da
particula dos minerais presente no solo, € necessario que se conheca a distribuigao
dos tamanhos das particulas pois somente a partir disso faz-se a identificagao
textural da amostra (EMBRAPA, 2017).
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5.4 Analises Quimicas

5.4.1 pH
O pH do solo é uma determinagédo da concentragcédo de ions H* na solugao
do solo, que tem influéncia na disponibilidade de nutrientes. A medi¢cao do potencial

hidrogeniénico por meio de eletrodo combinado imerso em suspensao solo:liquido
(EMBRAPA, 2017).

Procedimento experimental:

Pesamos 10 g de solo (TFSA) e adicionamos em um copo plastico de 100
mL.

Adicionamos 25 mL de agua destilada ou 25 mL de solugdo salina (KCI 1 mol
L' ou CaCl, 0,01 mol L ™).

Agitamos a amostra com bastao de vidro individual por cerca de 60 segundos
e deixamos em repouso 1 hora. Apds, agitar ligeiramente cada amostra,
mergulhamos os eletrodos na suspensdo homogeneizada e procedemos a leitura do
pH.
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5.4.2 FRX- Quantificagdo de elementos quimicos no solo

Para termos conhecimento dos elementos quimicos presentes no solo,
foram feitas triplicatas da amostra e pesadas em balangas de precisao, sendo 10
gramas cada uma.

As amostras foram colocadas em grandes bacias para secarem ao longo do
dia em exposigdo solar, durante dois dias. Em seguidas foram peneiradas nas
peneiras de malha 2 mm, esse material € denominado de Terra Fina Seca ao Ar
(TFSA). O mesmo foi levado para ser analisado no Espectrémetro de Fluorescéncia
de Raio X da marca BRUKER, modelo S1 TURBO SD, com tempo médio de 120
segundos. Os resultados foram obtidos por meio de uma planilha de porcentagem e
em partes por milhdo (ppm).

Os elementos encontrados e suas respectivas porcentagens de presenga no

solo encontram-se nos anexos com identificagdo de Apéndice B.
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5.5 Respiréometro de Bartha

Para a recriagao dos respirdmetros foi utilizado frascos de vidro autoclavavel
de 250 ml, devido ao grande numero empregado nas amostras foram utilizadas as
garrafas que seriam descartadas da universidade, também pelo seu o6timo
desempenho na contengdo do gas. As mesmas eram de um unico modelo visando
equalizar uma possivel interferéncia do material em questao.

Para montagem desse sistema foi utilizado frascos de vidro como as
camaras, tubos de vidro 8 mm para fazer o interligamento entre elas, massa epoxi
bicomponente (Loctite Durepoxi) para a vedacéo dessa ligagéo e fita veda rosca
(Liege) para nao haver vazamento pela tampa. Para a retirada da aliquota a ser
titulada e injecdo de oxigénio foram instaladas torneirinhas de 3 vias (Harsoria).
Esse sistema tem o intuito de facilitar o acesso a esse tipo de analise, reutilizar
materiais e dar mais reprodutibilidade a esse estudo. Por fim, todas as componentes
do sistemas foram lavados com sabdo neutro e posteriormente com agua destilada

sem (O, para completa esterilizagao.

Figura 5 - Sistema do Respirébmetro de Bartha

W Ver onin e
Fonte: o autor (2023)

Legenda:

A - Valula de 3 vias (vedacio via pressao pela diferenca de
digmetro)

B - Canula de borracha (retirada da aliquota)

C - Local do material (solo + contaminante + bactérias)

D - Local do KOH (15 ml)

E - Tampa de vedagio (propria do recipiente)
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5.6 Filtro para Diéxido de Carbono

Para o filtro foram utilizadas quatro seringas, de 60 mL, como camaras de
filtragem, em que foram furados seus émbolos com uma parafusadeira e bruca de 4
milimetros. Passando a mangueira pela perfuragdo, os diametros em contato
geraram pressao suficiente para conter o ar pressurizado dentro do sistema, por fim
foi preenchida com um volume aproximado de 50 mL de Cal Sodada. Para a

pressurizagao do ar, foi usada uma bomba de aquario comum.

Figura 6 - Criagao do Filtro

Fonte: Acervo pessoal (2023)

Legenda:

F - Seringa padrao (60 ml)

G - Cal sodada

H - Canula de condugéo de ar
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5.7 Quantificagao de gases acidos
A quantificacdo da produgdao de gases acidos foi realizada através da

titulagdo da solugédo de hidréxido de potassio (KOH), onde o Co, estava dissolvido,

com solugao de acido cloridrico (HCI). Para a titulagao, foram adicionadas 2 gotas
de fenolftaleina e 1 mL de solugao de cloreto de bario (BaCl,) 0,1 M em béquer. A

solugdo contendo co, dissolvida foi destinada a um erlenmeyer para a titulagao e

substituida por outra garrafa contendo KOH para continuar o monitoramento da
biorremediagcdo. A solucdo de KOH foi introduzida no béquer contendo a
fenolftaleina e a solugdo de cloreto de bario. Foram realizadas trés lavagens nos

béqueres com 10 mL de agua destilada isenta de co, imediatamente apods as

titulagdes, foi feita a titulagdo da solugdo de KOH com a de HCI (0,1 M). A
quantidade de acido necessaria para a viragem da coloragao rosa para incolor era
anotada e uma nova solugcdo de KOH era posta imediatamente no respirdbmetro de
Bartha. Para cada ensaio, foi realizada a prova em branco em um béquer contendo
10 mL de solugdo de KOH (0,1 M), 2 gotas de fenolftaleina, 1 mL de solugao de

cloreto de bario (1 M) e 30 mL de agua destilada isenta de COZ. A producgao de gas

acido no respirdmetro foi calculada pela seguinte expressao (Mello et al., 2007):

mgCOzsolo residual = (A — B) * 50 * 0,044 * fHCl

onde:

A= volume de solugédo de HCI 0,1 M gasto para titular a solu¢do do KOH da
prova em branco, em mL

B= volume de solucao de HCI 0,1 M gasto para titular a solugdo de KOH do
respirdmetro com o solo, em mL

50*= fator para transformar equivalente em um mol de CO2
0,044 = fator para transformar um mol de CO, em mg de CO2

chz= fator de solugao de HCI 0,1 M.
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5.8 Contaminacao

O experimento metodolégico foi dividido em situagdes, tendo em todas as
mesmas etapas e o mesmo procedimento aplicado, os diferenciando apenas na
concentragdo de remediadores no solo empregado em cada ensaio e temperatura.
De forma a simular em escala laboratorial uma contaminacéo acidental, foi realizada
a adigcado do dleo lubrificante ao solo coletado na proporgdo de 10% em relagéo ao
peso/volume.

Quadro 1: Distribuicao de Remediadores a 30°C

Amostras | Solo (g) Amyloliquefaciens Subtilis (1 ml) | contaminante (ml)
(1 ml) +/- 10000U +/- 10000U
Branco 150 0 0 0
Controle 150 0 0 15
1 150 1 0 15
2 150 0 1 15
3 150 1/2 12 15
4 150 3/4 1/4 15
5 150 1/4 3/4 15

Quadro 2: Distribuicao de Remediadores a 23°C

Amostras | Solo (g) Amyloliquefaciens Subtilis (1 ml) | contaminante (ml)
(1 ml) +/- 10000U +/- 10000U
Branco 150 0 0 0
Controle 150 0 0 15
1 150 1 0 15
2 150 0 1 15
3 150 1/2 12 15
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5.9 Teste de estanqueidade
Para o teste de estanqueidade foi utilizado um recipiente grande com agua,
em que era afundado o sistema de Bartha e feita a circulagao de ar com presséao de
maneira manual. Quando apresentava vazamento, sempre na parte superior de
rosqueamento da tampa, era feito mais uso de fita veda rosca e testado novamente.
Para as valvulas (torneirinhas de 3 vias) foi feito furos nas tampas de
plasticos com broca de madeira tamanho 4 mm, que coincidiu com o didametro das

valvulas gerando presséao suficiente apenas no encaixe com as tampas.

Figura 7 - Teste de estanqueidade

Fonte: o autor (2023)
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6 RESULTADOS

Confirmada a estanqueidade do sistema de Bartha, foram adicionados o
sistema de Bartha (vidraria apenas) com o solo na autoclave, com o intuito de
eliminar todo microrganismo que possa interferir no desempenho das bactérias
escolhidas e mantidos em estufa a 25°C. E assim, posteriormente, foi descrito de
maneira numérica 0s resultados obtidos para todas as analises citadas

anteriormente.

6.1 Resultados de analise granulométrica

A anadlise granulométrica do solo em questdo foi feita através da ficha
analitica de analise granulométrica método da pipeta. Com esse resultado podemos
calcular qual a porcentagem de argila, silte e areia, para fazer a classificacao textural
(EMBRAPA, 2023). Os solos arenosos, tém teores de areia superiores a 70%, séo
solos com boa aeragdo, e baixa capacidade de reter agua. Solos arenosos e
constituidos de granulagao grossa e area superficial menor, o que significa que nao

apresentam capacidade de reter os contaminantes (EMBRAPA, 2018).

Quadro 3 - Determinagao de TFSA

Identificagcao do Recipiente (I 1) Massa (g)
Peso do Recipiente 100,6570

Peso do Recipiente + TFSA 128,0363
Peso da TFSA 27,3793

TFSA= Terra Fina Seca ao Ar

Quadro 4 - Pesagem das Areias

Identificagcao do Recipiente (12) Massa (g)

Peso do Recipiente 101,7847

Peso do Recipiente + Areias 108,5238
Peso da Areia (PDA) 6,7391
Peso da Areia Grossa 4,9008
Peso da Areia Fina (PAF) 1,8106




Quadro 5 - Prova em Branco
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Identificagcao do Recipiente da prova Massa (g)
em branco (PB)
Peso do Recipiente 99,1688
Peso do Recipiente + Dispersante (D) 99,2159
Peso do Dispersante (PD) 0,0471
Quadro 6 - Fator de Umidade
Identificagcao do Recipiente (13) Massa (g)
Peso do Recipiente 30,7553
Numero do Recipiente + TFSA 50,7644
Numero do Recipiente + TFSE 49,4749
TFSA 20,0091
TFSE 19,7196
Fator Umidade (f) 1,0688
TFSE= Terra Fina Seca em Estufa
Quadro 7 - Argilas
Identificagao do Recipiente (14) Massa (g)
Peso do Recipiente 143,7636
Peso do Recipiente + Argila + D 144,0243
Peso da Argila (PA) + PD 0,2607
Peso da Argila 0,2136




Quadro 8 - Calculos
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Identificacao

Operagao

AG, % de areia grossa

(PDA - PAF) x 5 x f

AF, % de areia fina PAF x 5 x f
% de argila PA x 100 x f
% de silte 100 - (% de areia + % de argila)

Fator de corregéo (f) devido a umidade
residual

TFSA/TFSE

PA = peso da argila; PD = peso do dispersante; PDA = peso das areias; PAF = peso da areia fina;

AF = areia fina; AG = areia grossa; f = fator de umidade residual; TFSA = terra fina seca ao ar;

TFSE = terra fina seca em estufa.

Quadro 9 - Valores percentuais da Textura do Solo

Composicao

Percentual na amostra (%)

Areia Grossa 26,3379
Areia Fina 9,6758
Areia Total 36,0137

Argila 22,8295
Silte 41,2568
Classe Textural Franca
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6.2 Resultado da analise do tridngulo textural

As tabelas anteriores, nos apresentam as porcentagem apds calculos, de
23% de argila, 41% de silte e 36% de areia. Textura média (franca): material com
menos de 350 g kg™ de argila e mais de 150 g kg™ de areia, excluidas as classes
texturais areia e areia franca.

Visto que o argissolo deve apresentar porcentagem de argila maiores que as
outras composicoes, ressaltamos o fato de trabalharmos com o horizonte A do solo,
fazendo com que os resultados se apresentassem um pouco diferente do esperado.
Como esta exposto diretamente a interacdo com o ambiente, apresenta leve

tendéncia a arenoso devido a atividade biolégica e intemperismo.

Figura 8 - Triangulo textural do solo

Argila: Silte: Areia

23 41 36

100 ©

muito |
argilosa

7 argilo
siltasa
/N frahco |

atgilo siltosa

Fonte: (o autor, 2022)

6.3 Resultados pH
Com base no procedimento experimental da EMBRAPA, a analise de pH de
um solo indica a capacidade dos metais, presentes no solo, que possuem para se

solubilizar. O valor médio do pH entre as repeticdes de triplicatas é de 5,61.
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6.4 Resultados de custo

A seguir foi feita uma tabela relacionando todo o material usado na produgéo
dos respirdbmetros de Bartha adaptado, com a quantidade, forma de obtencdo e o

custo especifico de cada item.

Quadro 10 - Custo material

Material Quantidade Obtencao Custo (R$)
Garrafa de vidro 30 Reaproveitado 0,00
Tubo de vidro 1 metro Universidade 0,00
Furo nos vidros 30 unidades Vidraria local 155,00
Durepox (vedagao 1 (100 gramas) Casa de 13,00
entre as garrafas) construgéo
Cal sodada 1 kg Magazine 59,00
Medicine (site)
Seringas 4 unidades (60ml) Universidade 0,00
Torneirinhas 3 vias caixa com 50 uni. Magazine 52,00
Medicine (site)
Fita veda rosca 6 (25 metros x 12 | Loja de construgao 48,00
mm) (local)
Bacillus Subtilis 100 ml doutoragronomo 44 97
(site)
Bacillus 100 mi doutoragronomo 101,97
Amyloliquefaciens (site)
TOTAL 474,00

Fonte: Autor, 2023.
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6.5 Resultados Sistema

Depois de confirmado a funcionalidade do sistema criado, foi feita a titulagao
do KOH em duas situagdes, sendo elas: sem oxigenacao e temperatura de 30°C em
estufa, e na outra oxigenando o sistema com O, filtrando pela cal sodada e

temperatura constante de 23°C em estufa.

Figura 9 - Sistema de Bartha em funcionamento.

Fonte: Acervo pessoal

Foi notado que o sistema de Bartha possuia pressao interna quando era
aberta as valvulas para a retirada das aliquotas de KOH destinadas a titulagao.
Outra ocasido que foi notada a mesma situagao foi quando se fazia a injegéo de
oxigénio no sistema pela valvula do solo, que implicava em uma pressao interna
grande a ponto de fazer o KOH sair pela valvula contraria.

Assim, provando que o Respirbmetro de Bartha adaptado possuia os

requisitos necessarios para a contencao e isolamento do ambiente externo, sendo

assim um éxito da pesquisa.
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6.5.1 Desempenho do sistema sem oxigenagao a 30°C

Neste caso, a unica fonte de oxigénio era a que continha dentro das proprias
garrafas antes de serem lacradas. As analises foram feitas em duplicatas para cada
sistema de Bartha e feito a média entre elas. Segue, no quadro abaixo, a
consumacgao de CO, (em mg) de cada situagao e seus respectivos dias de analises.
Foram feitas duas medidas basicamente, sete dias apds a inoculagao das bactérias

no solo e dezesseis dias apods a inoculagao.

Quadro 12 - Produgao de CO, (em miligramas) sem oxigenagao e 30°C

7 dias 16 dias

Controle 3,386 mg 4,389 mg
Amyloliquefaciens (1) 3,386 mg 5,016 mg
Subtilis (2) 4,201 mg 6,521 mg

A 50% + S 50% (3) 3,825 mg 2,884 mg
A 75% + S 25% (4) 4,453 mg 4,641 mg
A 25% + S 75% (5) 3,386 mg 4,326 mg
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6.5.2 Desempenho do sistema com oxigenagao a 23°C

Com a experiéncia anterior do surgimento dos fungos depois de 16 dias,
nesta segunda situagdo foi colocado o sistema, junto com o solo, na autoclave. Para
evitar a interferéncia de qualquer outro microrganismo que nao fosse os estudados.
Outra mudancga foi a retirada de duas proporgdes, sendo elas a de % e 7 da
associacdo de Bacillus devido ndo se mostrar vantajosa comparada as outras

situacoes.

Quadro 13 - Producgao de CO, (em miligramas) com oxigenagao e temperatura

crescente ao longo do experimento

7 dias (23° 16 dias (23° 24 dias (25° 37 dias (30°
C) C) C) C)
Controle 7,27 mg 14,71 mg 22,45 mg 33,50
Amyloliquefaci 6,07 mg 2,486 mg 7,93 mg 26,51
ens (1)
Subtilis (2) 5,51 mg 13,82 mg 12,63 mg 11,42
A 50% + S 50% 2,10 mg 8,50 mg 22,55 mg 33,52
3)

Para essa ultima situacdo, os resultados obtidos mostraram que a
temperatura de 23°C € pouco efetiva para potencializar o processo de degradagao,

ainda que aliada com a injegdo de oxigénio no sistema.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 Analise de custos

Os resultados relacionados aos custos de reproducao desse sistema foram
comparados com o custo de obtencdo dos Respirbmetros de Bartha de uma
empresa produtora do mesmo via e-commerce. Foi feito um pedido orcamentario
para a empresa em questdo, para fins comparativos e sdo descritos na tabela a

seqguir:

Quadro 14 - Comparagao Orgamentaria

Respirometro de Quantidade Unidade Total
Bartha necessaria
Comercial 15 270,00 4050,00
Adaptacao 15 17,90 268,50

Valores relacionados apenas a produgéo do sistema, supondo que os gastos
com as bactérias e com a cal sodada sejam os mesmos, entdo conseguimos reduzir
o custo em aproximadamente 93,4% quando comparado ao valor de um

respirbmetro comercial.
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7.2 Anadlise de desempenho

7.2.1 Producgao de CO, sem oxigenacao e temperatura de 30°C.

Figura 10 - Grafico de desempenho sem O, a 30°C.

B Dia7 = Dial6

A geragao de didéxido de carbono foi calculada em dois momentos, sendo
eles: sete dias e dezesseis dias apos o sistema estar pronto. Pudemos perceber que
a situagao controle houve um aumento na produgéo de CO, de 3,5 mg para 4,0 mg
do dia 7 ao dia 16 do experimento, respectivamente. Indicando que no solo, ou o
proprio oOleo contaminado, possuia microrganismos com a capacidade de
degradacgéao do oleo lubrificante, correspondendo a um aumento aproximado de 15%
no total de CO, produzido ao longo do periodo.

Na situacdo em que havia o Bacillus amyloliquefaciens, foi calculado um
aumento de 3,3 mg para 4,8 mg de CO, do dia 7 ao dia 16, respectivamente, com
um incremento de 1,5 mg de CO,. Assim apresentando uma maior atividade
respiratoria no sistema e possivelmente aumento significativo na degradagao do 6leo
queimado, este incremento corresponde a um aumento de 300% na produgéo de

CO, quando comparado a produgédo de CO, no mesmo periodo do grupo controle.
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Ja a proxima situacdo era a que se encontrava o Bacillus subtilis como
remediador. A producédo de CO, foi de 4,2 mg no dia 7 para 6,1 mg no dia 16. Esses
dados sinalizam um aumento da producao de CO, ja no dia 7 do experimento, e uma
acentuada taxa de respiragdo ao longo do periodo, resultando num incremento de
CO, no sistema de 1,8 mg no periodo entre os experimentos, o equivalente a 360%
da taxa de respiragdo quando comparado ao controle. Michiko Nakano et al. (1997),
demonstrou que Bacillus subtilis € capaz de respiragdo anaerdbica por duas vias
possiveis, fermentacdo e usando nitrato como aceptor final de elétrons. Estes dados
estdo em consonancia com nossos resultados que demonstraram grande produg¢ao
de CO, em situacao de hipdxia.

Para as associagdes entre os bacillus que consistiam em diferentes
proporcoes de cada individuo (A 50 + S 50%, A 75% + S 25% e A 25% e S 75%),
houve uma diminuicdo da taxa de respiragcdo na situagcdo 50-50% de cada bacilo
quando comparado ao grupo controle, enquanto que nas situagdes 75-25 e 25-75 os
resultados foram semelhantes ao grupo controle. Em conjunto, nossos dados
demonstram a eficiéncia de ambos os bacilos aqui testados em degradar residuos
derivados de oleo automotivo, bem como demonstra um efeito deletério das
associacdes entre as duas espécies de bactérias quando testadas na situacdo aqui

colocada.
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7.2.2 Produgao de CO, com oxigenacgao e temperatura de 23°C.

Figura 11 - Grafico de desempenho com O, a 23, 25 e 30°C.

® Controle A B. Amyloliquefaciens B. Subtilis @ Associago

20 +

Didxido de Carbono (MgiL)

10 4

10 20 30 40

Dias ap6s a Produgéo do Sistema

Foram feitas quatro leituras de producado de CO,, para a situacado controle
houve um comportamento muito préximo de uma linearidade. Podendo indicar que
0s microrganismos ainda presentes no solo, ou no 6leo, possivelmente conseguem
operar uma degradagao do contaminante, ou mesmo o decaimento espontaneo do
6leo queimado. Lembrando que as insercao de oxigénio eram feitas por uma bomba
de aquario comum, passando pelo filtro de cal sodada e assim oxigenando os
respirbmetros.

Para a situacdo 1, que especificamente é a presenga exclusiva do Bacillus
amyloliquefaciens, nos mostrou que possivelmente tenha ocorrido uma selecao
artificial. Onde houve uma queda na produgéo do diéxido de carbono e em seguida
um aumento quase que exponencialmente. Devido a muito baixa taxa respiratoria
nas duas primeiras analises, foi aumentado a temperatura gradativamente, primeiro
para 25 e depois para 30°C. O grupo com o Bacillus amyloliquefaciens respondeu
fortemente ao incremento da temperatura, aumentando a taxa de respiracao, tendo

entre os dias 24 e 37 do experimento uma producdo de CO2 duas vezes maior que
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a do grupo controle. Indicando que esta espécie responde favoravelmente a alta
temperatura e situagao de normoxia.

Para a situagcdo 2, presenga apenas do Bacillus subtilis, houve um
crescimento na producdo CO, durante os 9 dias iniciais, ainda que no mesmo nivel
do controle. Do décimo sexto dia em diante foi notado que o comportamento
apresentado se assemelha a uma linha estavel. Aparentemente a populagdo da
bactéria colapsou em todos os sistemas, ndo tendo mais incremento algum na taxa
de CO2 produzido do 16 em diante, ndo respondendo a maior temperatura.

A situacao 3, que consistia na associagao entre ambas as espécies, houve
um crescimento aparentemente linear e mais proximo do grupo controle. Ainda na
ultima leitura, a temperatura da estufa foi mudada de 23°C para 30°C nos dois
ultimos dias antes da titulag&o, e foi justamente nesta leitura que o desempenho da
associacao ultrapassou o desempenho do controle. O que provavelmente pode estar
relacionado com o aumento de temperatura, onde os microrganismos ainda
presentes no controle melhor desempenhavam em 23°C, enquanto que a
associacao de Bacillus aparentemente melhor desempenha em 30°C.

De modo geral, nossos resultados apontam para uma maior atividade da
Bacillus subtilis em situagdo de hipdxia, enquanto que Bacillus amyloliquefaciens
apresentou alta atividade em temperaturas mais elevadas e na situagdo de
normoxia. Em todas as situagcbes e proporcdes aqui testadas, a associagado das
bactérias tiveram atividade menor que a bactéria por si sb, e essas diferencas na
atividade em ambientes opostos pode explicar porque a associacao foi inferior as

bactérias per se na degradagao do dleo lubrificante queimado.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Através dos resultados obtidos concluimos que a producédo do sistema de
Bartha adaptado foi de extremo éxito, visto que o objetivo de dar acessibilidade e
reprodutibilidade a pesquisa foi alcangado com reducao de custo em 93%.

A primeira situacido da pesquisa nos mostrou que as bactérias trabalharam de
maneira mais efetiva quando separadas individualmente. Enquanto que a
associacdo ndo apresentou o desempenho esperado. Nossos dados indicam o uso
de Bacillus amyloliquefaciens em situacbes de normoxia e Bacillus subtilis em
situagdes com baixos teores de oxigénio, evitando a associagdo de ambos.

Apesar de necessitar mais tempo de pesquisa e mais analises para
elaboragcdo dos resultados, as bactérias conseguiram apresentar potencial de
biodegradagdo do hidrocarboneto e a adaptacdo do Respirdmetro de Bartha foi
adequado para a obtencgao de respostas.

Por fim, fica de sugestao para trabalhos futuros: o crescimento e identificagao
de bactérias, em placas de petri, ja presentes no solo. Os microrganismos também
presentes no proprio 6leo contaminado e por fim a identificagdo dos fungos e outros

microrganismos que se proliferaram muito bem na primeira situagdo de analise.
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Abaixo tém-se informagdes de algumas empresas e seus produtos que sao

responsaveis por fazer a degradacdo dos hidrocarbonetos. Percebe-se que em

alguns ha a presenga do Bacillus Subtilis e do Bacillus amyloliquefaciens, porém,

sempre acompanhados de muitos outros ativos.

Apéndice A: Tabela de produtos remediadores com associagao

EMPRESA PRODUTO INDICAGAO DE USO INGREDIENTES
ATIVOS

BIO-BRASIL ADITIVO B-350 Biorremediador | Bacillus subtilis,
LIMPEZA para Estacdes de Bacillus
BIOLOGICA LTDA Tratamento de Efluentes [ licheniformis e

de industrias quimicas e | Bacillus

petroquimicas, para megaterium

degradar matéria

organica

(hidrocarbonetos,

fendis, proteinas,

agucares).
LEVOR MICROPAN Biorremediador para Bacillus subtilis
AMBIENTAL LTDA | PETROL solos e compostagem,

com a finalidade de

degradar

hidrocarbonetos.
Millenniun ENZILIMP IN Biorremediador para Bacillus subtilis e
Tecnologia tratar estagdes de Bacillus
Ambiental tratamento de efluentes | licheniformis

industriais, tais
como reatores/tanques
e filtros bioldgicos,
lagoas

de
estabilizacao, caixas de
gordura e fossas
sépticas e em

composteiras de
residuos solidos
organicos, com o
objetivo de

biodegradacao




62

de efluentes de
industrias de
processamento de
alimentos (laticinios,
abatedouros,
frigorificos, doces,
bebidas e
conservantes);
agroindustrias;
industrias téxteis,
quimicas,
petroquimicas,
farmacéuticas,
metalurgicas, curtumes
e papel/celulose;

SUPER BAC BIO CUBO WT | Biorremediador para Bacillus
PROTECAO efluentes em caixas de | amyloliquefaciens,
AMBIENTAL S.A. gordura industriais, Bacillus
lagoas de estabilizagao | licheniformis,
e Estagbes de Bacillus
Tratamento de Efluentes | megaterium,
(ETEs). Bacillus pasteurii,
Bacillus polymyxa
e Bacillus subtilis
SUPER BAC BIO GRAN Biorremediagao para Bacillus
PROTECAO WTA efluentes que contém licheniformis,
AMBIENTAL S.A. residuos provenientes Bacillus
de criagao e coagulans,
abatedouros de animais | Streptomyces
em lagoas de badius,
estabilizagao, Bacillus subtilis,
tanques de equalizacao, | Bacillus
Estacao de tratamento pasteurii e Bacillus
de Efluentes de amyloliquefaciens
laticinios e industrias
alimenticias.
SUPER BAC WT NO ODOR | Biorremediador para Bacillus
PROTECAO ambiente industrial amyloliquefacies,

AMBIENTAL S.A.

externo, com finalidade
de degradagao de
compostos organicos.

Bacillus
megaterium,
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Apéndice B: Elementos e suas proporcdes no solo (analise de FRX em ppm)

Element Concentration [ppm]
Magnesium Oxide MgO 69600,00
Aluminium Oxide Al203 126000,00
Silicon Oxide SiO2 295000,00
Phosphorus Oxide P205 0,00
Sulfur S 392,00
Chlorine ClI 991,00
Potassium Oxide K20 6110,00
Calcium Oxide CaO 5390,00
Titanium Oxide TiO2 5390,00
Vanadium V 0,00
Chromium Cr 0,00
Manganese Oxide MnO 205,00
Iron Oxide Fe203 34400,00
Cobalt Co 1490,00
Molybdenum Mo 0,00
Nickel Ni 0,00
Copper Cu 0,00

Zinc Zn 0,00
Arsenic As 0,00
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Selenium Se 0,00
Rubidium Rb 0,00
Strontium Sr 0,00
Yttrium Y 0,00
Niobium Nb 0,00
Zirconium Zr 0,00
Rhodium Rh 3090,00
Cerium Ce 2130,00
Hafnium Hf 275,00
Thorium Th 0,00
Palladium Pd 0,00
Silver Ag 0,00
Cadmium Cd 0,00
Tin Sn 0,00
Antimony Sb 0,00
Tantalum Ta 0,00
Tungsten W 0,00
Platinum Pt 0,00
Gold Au 0,00
Mercury Hg 0,00
Lead Pb 0,00
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Bismuth Bi

0,00

Uranium U

0,00

Fonte: (o Autor 2022).



ANEXOS

Anexo A: Imagens de vazamento de 6leo que despertaram a criagdo da pesquisa.
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