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Resumo

O oOleo diesel é um combustivel muito utilizado no mundo, ndo sendo incomum o seu
derramamento por meio de acidentes. Este estudo teve como objetivo simular o derramamento de
oleo diesel num solo franco-argilo-arenoso e avaliar o seu impacto na comunidade de
microrganismos heterotroficos presentes. Uma amostra de solo foi coletada, peneirada e secada a
temperatura ambiente. Em cinco potes foram colocados 200g de solo contaminado com o6leo
diesel (5% da massa seca de solo), os quais foram fechados e incubados a temperatura ambiente
por 21 dias. Trés coletas do solo incubado foram realizadas para cultivos em meio para fungos
(Agar dextrose Sabouraud) e bactérias heterotroficas (Plate Count Agar). Utilizou-se trés diluicdes
10", 107 e 107 para realizar a contagem das unidades formadoras de colonias (UFC) dos
microrganismos. Os resultados mostraram uma diminui¢do no numero de UFC de fungos e
bactérias. A diversidade de microrganismo foi considerada baixa e acredita-se que este resultado
se deve ao oleo diesel. No entanto, alguns microrganismos conseguiram se desenvolver apos a
contaminacao, sendo um resultado importante para a biorremediacao.
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INTRODUCAO

Durante a exploracdo, o refino, o transporte ¢ as operacdes de armazenamento de
combustiveis derivados do petréleo podem ocorrer derramamentos acidentais,
ocasionando a contaminag¢do de solos e da dgua (ANDRADE et. al., 2010). Por isso,
atividades que vao desde a exploragdo até a utilizacdo de derivados do petrdleo, como o
oleo diesel, podem resultar em contaminagdo dos ambientes, fazendo da busca por
alternativas de recuperagdo ambiental um enorme desafio (JACQUES et al., 2007). Em
casos de acidentes ou outra ocasido de derramamento do 6leo diesel na superficie, quando
o combustivel entra em contato com o solo, por exemplo, ocorre uma variedade de efeitos
fisicos, quimicos e bioldgicos (BONA et al., 2011; SILVA, 2007). O impacto pode ser
grande ou pequeno, sendo que uma maior ou menor retengao desse poluente vai depender
das propriedades fisico-quimicas do solo, pois suas matrizes sdo complexas e apresentam
grande afinidade quimica por diversos compostos (KNOP, 1996; MEYER, 2011).
Ademais, no Brasil ha uma diversidade na superficie s6lida da crosta terrestre € os solos
tipicamente brasileiros apresentam caracteristicas fisico-quimicas especificas, como o
franco-argilo-arenoso, que ¢ um solo facil de se trabalhar, estando na posi¢do intermédia

entre o solo argiloso e arenoso.

Os parametros tipicamente medidos em testes laboratoriais da eficiéncia da
biodegradagdo incluem a contagem de microrganismos heterotroficos totais,
contagem de microrganismos degradadores de um ou de varios substratos
especificos, medidas da taxa de respiragdo microbiana (consumo de oxigénio
e/ou producdo de didxido de carbono) e a determinagio das taxas de degradacao
(desaparecimento de poluentes individualmente e/ou na totalidade) (SONG et

al.,, 1990; BALBA et al, 1998; OH et al.,, 2000, KATAOKA, 2001, apud

RAMINHO, 2015).
A presenga de grande populagdo de microrganismos heterotroficos totais nao
apresenta necessariamente correlagdo direta com a biodegradagdo, porém, a quantificagdo

da fragdo da comunidade que degrada o residuo de interesse tem sido utilizada como um
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dos métodos mais comuns para o monitoramento de polui¢do ambiental com
hidrocarbonetos (KATAOKA, 2001).

Tendo em vista os efeitos prejudiciais do derramamento de 6leo diesel no solo e a
importancia dos microrganismos, este estudo teve como objetivo avaliar
experimentalmente o impacto da contaminacdo de o6leo diesel na comunidade de

microrganismos heterotroficos presentes em um solo.

METODOLOGIA

Caracterizacao do solo

Para execucdo deste estudo foram retiradas, de trés pontos distintos, amostras de
solo sem manejo nas dependéncias do CEFET-MG, a 5 centimetros da superficie. As
amostras foram peneiradas, com uma peneira de malha de 10 mm, misturadas e
homogeneizadas, totalizando 5 quilogramas de solo. Trés quilogramas de solo foram
enviados ao laboratorio de quimica do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) para as
analises quimicas e granulométricas, e o restante foram usadas para ensaios laboratoriais.
A caracterizagcdo quimica do solo determinou que o solo apresentava capacidade de troca
cationica de 7,46 cmol.carga/dm®, pH em 4gua de 8,3, teor de matéria organica de 2,72
dag/kg e carbono 1,58 dag/kg. A definicdo do tipo de solo foi determinada pela
caracterizagdo granulométrica: 51,45% de areia, 15,34% de silte e 33,21% de argila; esses
parametros definiu a classe de texturas conforme particulas unitarias das fragdes do solo,
e determinou o solo como franco-argilo-arenoso (RIBEIRO, GUIMARAES e ALVAREZ,
1999).

Design experimental

Cinco amostras contendo 200 gramas do solo seco (4,94%) foram distribuidas em
potes de pléstico de 500 mL. Em seguida, foi realizada a contaminagdo do solo com 10mL
de oleo diesel (5% da massa seca de solo), segundo descrito por GONCALVES et al.
(2018). O oleo foi adicionado ao solo utilizando uma pipeta e, concomitantemente, o solo
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foi misturado at¢ homogeneizacao completa. Os frascos com as amostras foram tampados,
embalados com folha de aluminio e incubados em temperatura ambiente.

O periodo de incubacdo ocorre ao longo de 21 dias, sendo que a amostra de
controle foi definida logo apds a coleta do solo. Desse modo, a primeira etapa de
contaminag¢do foi determinada ap6s 60 minutos de aplicagdo do 6leo diesel no solo. As
etapas consecutivas foram realizadas ap6s 7, 14, 21 dias, de maneira que totalizam 5
etapas desde o controle. A partir das diferentes caracteristicas morfologicas das colonias

de bactérias e fungos foi calculado a riqueza e diversidade através do indice de Shannon.
Caracterizacao microbioldgica

Para a caracterizacdo microbioldgica, 10g de solo foram coletadas do controle e
nos quatro diferentes tempos de incubagdo com o contaminante e diluidos em uma
solucdo de salina preparada (1L de agua destilada e 0,9g de NaCl). Foram feitas dilui¢des
de 107, 102 e 103 utilizando 9 mL de solugdo salina e 1 mL de inéculo de solo,
descartando-se 1 mL de cada tubo para garantir o mesmo volume em todas as dilui¢des.
Utilizando-se da técnica spread plate, 100 pmL das dilui¢cdes foram transferidas para as
placas de Petri contendo meio Agar dextrose Sabouraud (triplicata) e placas contendo
meio Agar PCA (Plate Count Agar) (triplicata). As placas de Petri foram incubadas &
30°C (para bactérias) e a temperatura ambiente (para fungos) durante 48 h e 7 dias,
respectivamente. Apos os periodos de incubagdo foram realizadas as contagens das

unidades formadoras de colonias (UFC) e caracterizagdo morfoldgica das coldnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos nameros de UFC foram obtidos a partir das dilui¢des 102 ¢ 107,
para fungos e bactérias, respectivamente. O grafico 1 mostra a relacdo dos valores
numéricos das UFC na forma logaritmica das por grama de solo do controle e nos
diferentes tempos de incubagdo. Observou-se uma reducao imediata dos microrganismos
heterotréficos logo apds a contaminagao por dleo diesel. No entanto, ndo foi observado

uma diminui¢do nos valores de UFC de bactérias ao longo do tempo de incubagdo
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(Grafico 1). Ao contrario, o nimero de UFC de fungos diminuiu ao longo do tempo de
incubagdo, mostrando maior sensibilidade dos fungos ao contaminante (Grafico 1).
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Grafico 1 — Curva com os valores do logaritmo das unidades formadoras de colonia
por grama de solo (UFC/g) do controle e dos diferentes tipos de incubacio do solo

com o contaminante 6leo diesel.

Della Rosa et al. (2017), sugeriram que as bactérias encontradas no seu estudo
possuiam uma maquinaria enzimatica para converter hidrocarbonetos em intermediarios
de rotas catabolicas, ou seja, indicam a capacidade de degradar e utilizar o 6leo diesel
como fonte de carbonos e energia. No nosso estudo em questao, foi observado que houve
uma estabilidade nos valores numéricos das UFC bacteriana apds contaminacdo. Essa
estabilidade pode estar ligada a capacidade das bactérias degradar o 6leo diesel que, no
entanto, mais estudos devem ser realizados para comprovar esta hipdtese. Destaca-se que
nenhum grupo de microrganismo conseguiu atingir os valores numéricos de UFC iniciais
o que evidencia o potencial danoso do 6leo diesel no meio ambiente.

Diferentes tipos morfologicos de coldnias (morfotipos) foram observados ao longo
do experimento. A figura 1 apresenta os aspectos das superficies das colonias que
cresceram nos meios seletivos nos diferentes tempos de incubacdo. Observou-se

inicialmente, que as colOnias bacterianas de aspecto cremoso com coloracdo branca
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(Figura 1 B) e de fungos filamentosos de cores brancas e acinzentadas apos 60 minutos de
contaminagdo (Figura 1 G). Apdés 7 dias de contaminacdo, houve uma diminui¢do
expressiva do nimero de UFC bacteriana, mas ainda foram evidenciadas as colOnias de
aspecto cremoso esbranquicado (Figura 1C). Neste tempo de incubagdo, a maioria dos
morfotipos fungicos possuiam aspecto filamentoso de cor esverdeada e borda branca

(Figura 1H).

Controle 60 minutos 14 dias 21 dias

BACTERIAS

FUNGOS

Fonte: Autor proprio

Figura 1 - Morfologia das colonias dos microrganismos heterotréficos do solo

controle e do solo contaminado com 6leo diesel nos diferentes tempos de incubacgio.

Apds 14 e 21 dias de incubagdo com o contaminante, observou-se uma retomada
no crescimento bacteriano e aparecimento de colonias de aspecto cremoso esbranquicado
(Figura 1D e E). O numero de coldnias de fungos caiu consideravelmente nesses tempos
de incubagdo, aparecendo de colonias de fungo filamentoso com aspecto cotonoso de cor
branca e outras acinzentadas (Figura 1 I e J).

Considerando a variabilidade de morfotipos bacterianos e fingicos encontrados
durante o tempo de incubag¢do do solo com o contaminante, foi observado a mesma
riqueza em ambos os casos. Observou-se também, uma baixa diversidade de morfotipos
de bactérias indicada pelo valor do indice de Shannon (0,026) e maior diversidade de
fungos (0,627). No entanto, torna-se necessario um estudo mais detalhado, utilizando-se
de técnicas de sequenciamento genético, para determinar as espécies encontradas neste

estudo e a diversidade real.
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CONCLUS()ES ou CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os pontos abordados, percebeu-se que o 6leo diesel promoveu uma
alteracdo na comunidade de microrganismos heterotroficos. No entanto, destaca-se a
existéncia de microrganismos que conseguiram se multiplicar apds a contaminagao,
observando uma janela para estudos de biorremediagdo do solo. Os resultados
encontrados permitem novas oportunidades de estudos e discussdes no ambito do impacto

do 6leo diesel na comunidade microbiana do solo.
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