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Estudo de comunidades bacterianas do solo impactadas por misturas

diesel-biodiesel (B0, B20 e B100)
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Resumo- O presente trabalho teve como objetivo analisar a estrutura das comunidades bacterianas do solo, apds
impacto de 60 dias por diesel (B0), misturas diesel-biodiesel (B20) e biodiesel (B100), sob tratamentos de
biorremediacdo por atenuagdo natural ou bioaumentacdo acompanhada de bioestimulagdo, utilizando a técnica de
DGGE. Foi observado um elevado grau de similaridade entre as amostras que foram contaminadas com B0 ¢ B20, em
ambas as estratégias de biorremediagdo. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas nas amostras
contaminadas com biodiesel B100. Na estratégia de bioaumentacdo combinada com bioestimulacdo foram inoculadas 4
espécies bacterianas formando um consodrcio, onde apenas uma destas espécies pode ter se mantida apos 60 dias, sendo
encontrada nos tratamentos BO ¢ B100.
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Study of bacterial communities of soil impacted for blends diesel-biodiesel

(B0, B20 and B100)

Abstract- The objective of this work was to analyze the strutute of bacterial communities, after impact of 60 days of
diesel (B0), diesel-biodiesel (B20) and biodiesel (B100), under treatments of bioremediation for natutal attenuation or
bioaugmentation combined with biostimulation, using DGGE. It was observed a high similarity between the samples
that were contaminated with BO or B20, in both bioremediation strategies. It was not observed clear diferences in
samples contamianted with biodiesel B100. In bioaugmentation combined with biostimulation strategy, it was
incoulated 4 bacterial species forming a consortium, when only one specie can presented sucess after 60 days, when It
was found in BO B100 treatments.

Key-words- biofuels, hidrocarbons, soil, DGGE

'"Universidade Federal do Rio Grande do Sul.juos87@hotmail.com; ana.frazzon@ufrgs.br



Agradecimentos

A professora Ana Paula, por ter me acolhido como aluno. Sua paciéncia e dedicagdo para tornar o
trabalho escrito coerente, compreensivel e organizado foi essencial.

A professora Fatima, por aceitar me inserir em suas atividades cientificas.

A Francielle por ter dedicado seu tempo para tornar possivel a realiza¢ao do presente trabalho do
inicio até o final.

Aos meus pais Rita e Aparecido, por toda a paciéncia e compreencdo e aconchego demonstrados ao
longo de toda graduagdao. Mesmo tao distantes sempre se mostraram incrivelmetne presentes.

A minha irma Aline, pelas nossas conversas descontraidas . E a minha irma Juliana, sobretudo por
nossas longas conversas em meus momentos doloridos.

Ao Ivo, pela sua lealdade, carinho e atencdo por tanto tempo. Sua preocupacao e interesse com meu
TCC foi muito notavel.

Ao Arminius, por também ter se mostrado interessado neste trabalho, me perguntou sempre sobre
ele.



INTRODUCAO

O biodiesel é uma alternativa ao uso dos combustiveis fosseis, € mostra-se consolidado na matriz
energética brasileira e mundial, devido a sua origem renovével, diminuindo a dependéncia de
combustiveis de origem fossil apresentando como uma das grandes vantagens a redugdo dos
impactos ambientais provocados pela utilizacdo de uma matriz energética ndo renovavel e
altamente poluente como o diesel(Osaka & Batalha, 2011; Sallet & Alvin, 2012). Atualmente as
principais fontes de biodiesel sao a gordura animal, como por exemplo, o sebo bovino ou banha de
origem suina e uma variedade de Oleos vegetais, tais como Oleos de coco, oliva, girassol,
amendoim, algodao, milho, palma, mamona ou soja (Ramos et al., 2000; Sharid & Jamal, 2007).
Segundo definigdes determinadas pela resolucao ANP N° 7/2008, o biodiesel deve ser constituido
de mono alquil ésteres obtidos de acidos graxos de cadeia longa, oriundos de lipideos de origem
animal ou vegetal através do processo de transesterificagdo (ANP, 2008). O biodiesel diferencia-se
do diesel mineral, porque este ¢ derivado do petroleo, constituido basicamente por hidrocarbonetos
parafinicos, olefinicos e aromaticos e, em menor quantidade, por substancias cuja férmula quimica
contém atomos de enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio, entre outros (Ferreira et al., 2008).

As misturas entre diesel mineral e biodiesel recebem diferentes denominagdes, correspondendo a
porcentagem de biodiesel no composto final. Desta forma, diesel mineral que ndo contém biodiesel
¢ denominado B0, um mistura de diesel-biodiesel que contém 5% de biodiesel ¢ denominada BS,
uma mistura diesel-biodiesel de 20% de biodiesel B20, e biodiesel puro 100%, ¢ chamado de B100
(Rathmann et al., 2005).

Em relacdo aos impactos nos ambientes aquaticos e terrestres, o biodiesel apresenta baixa
toxicidade e elevada degradabilidade quando comparado ao diesel mineral (Peterson & Moller ,
2004). O solo pode ser contaminado por hidrocarbonetos como gasolina e diesel, por meio de
derramamentos acidentais ou vazamentos de dutos (Gallego et al., 2001). Um estudo conduzido por
Lanpinskiene et al. (2006), realizado ao longo de 6 dias, demonstrou os efeitos toxicos de elevadas
concentragdes diesel sobre a atividade microbiana do solo, enquanto que o biodiesel se mostrou
atoxico sobre a atividade microbiana, até o limite de retencdo deste no solo, evidenciando a
toxidade, pelo menos inicial do diesel sobre a microbiota. Observou-se também, que elevadas
concentragdes de biodiesel no solo interferiram na germinagdo de sementes, mas seu impacto €
menor do que o observado em tratamentos com diesel (Peterson et al., 2004). Destacando-se que a
biodegrabilidade do biodiesel ¢ quatro vezes mais rapida do que o petrodiesel (Demirbas, 2007).

Como alternativa de reparagdo e atenuacdo aos danos causados ao solo, a biorremediacao pode
ser definida como a utilizagdo de microrganismos para degradacdo de poluentes no meio ambiente.

Essa capacidade de restauragdo do meio ambiente ocorre pela diversidade e adaptabilidade dos
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microrganismos presente no ambiente em degradar ou transformar uma gama de contaminantes
inorgarnicos e/ou organicos como hidrocarbonetos derivados do petréleo como o diesel
(Cunningham & Philip, 2000).

Entre os métodos de biorremediacdo destacam-se: a atenuacdo natural, bioaumentacdo ¢ a
bioestimulagdo. Segundo Mulligan & Yong (2004) a atenuacdo natural pode ser descrita como um
processo que ocorre naturalmente no ambiente, onde acontece uma diminui¢do da concentragao de
poluentes, através de biodegradagao, volatilizacao, dispersao, dilui¢ao e sor¢do do contaminante por
minerais argilosos ou matéria organica.

A bioaumentagdo ocorre devido ao acréscimo de microrganismos ou consorcios de
microrganismos com capacidade de degradacdo do contaminante (Fantroussi & Agathos, 2005;
Meyer, 2011). O in6culo utilizado no meio impactado pode ter origem do proprio local, recebendo
assim o nome de autdctone ou de outros ambientes contaminados, chamados assim de exdgenos
(Meyer, 2011). Em situagdes de pouco sucesso sugere-se que ocorre diminui¢do da populacio
inoculada pela pouca adaptagdo ao novo ambiente exdgeno (Fantroussi & Agathos , 2005).

A bioestimulagdo caracteriza-se pela simples adi¢do de nutrientes ao solo a fim de estimular sua
microbiota nativa (Bento et al., 2005). A estratégia de utilizar um tratamento combinado de
bioaumentacdo com bioestimulacdo pode ser interessante, uma vez que estimula tanto a microbiota
nativa, quanto o consoércio autoctone (El Fantroussi & Agathos , 2005).

Muyzer & Smalla (1998), Evans et al.(2004) e Silva & Armas (2010), relatam que a
identificacdo da estrutura das comunidades bacterianas, utilizando as técnicas tradicionais baseadas
em cultivo de microrganismos muitas vezes € invidvel para acessar a real constitui¢do da microbiota
do ambiente, uma vez que existem espécies bacterianas que ndo sdo cultivaveis em laboratério.
Assim para solucionar este problema, os autores apontam técnicas moleculares como a eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) que t€ém se mostrado muito promissora em estudos de
ecologia microbiana. Esta técnica em particular, avalia diferentes polimorfismos de um mesmo
gene, que sdo separados por um gradiente de desnaturagdo de uréia e formamida.

No contexto da biorremediacdo apresentado, a identificagdo das linhagens bacterianas de um
ambiente contaminado por misturas diesel-biodiesel pode ser interessante, uma vez que informa o
impacto que os contaminantes provocam nas comunidades microbianas do ecossistema do solo,
contribuindo na escolha das estratégias mais promissoras de biorremediacao (Evans et al., 2004). O
presente trabalho teve como objetivo analisar a dindmica da comunidade microbiana bacteriana do
solo ap6s impacto por diesel B0, mistura diesel-biodiesel B20 e biodiesel B100, sob tratamento de
biorremediacdo por atenuacdo natural ou bioaumentacdo acompanhada de bioestimulacdo,

utilizando a técnica de DGGE, ao final de 60 dias.



MATERIAS E METODOS

As amostras de solo utilizadas no presente estudo sdo provenientes de trabalho anterior
desenvolvido por Meyer (2011). O autor desenvolveu duas estratégias de biorremediagdo: 1)
atenuacao natural ¢ 2) bioaumentacdo combinada com bioestimulagdo. Todas as amostras foram
acondicionadas em frascos respirométricos (1L), onde se adicionou 300 gramas de solo que ndo
apresentava historico de contaminagado, colhido a uma profundidade de 0-20 cm e classificado como
solo argiloso Nitossolo Vermelho Distrofico, de substrato basaltico. Aos solos nos frascos,
adicionou-se 30 ml dos seguintes combustiveis: diesel (B0), mistura diesel-biodiesel (B20) e
biodiesel (B100).

Para os experimentos de biorremediacdo foram organizados tratamentos controles: A) controle de
todos os tratamentos de biorremediacdo, onde se utilizou o mesmo solo, comum a todos os
experimentos, mas sem a contamina¢gdo com combustivel, nem incubagdo por 60 dias (Arg); B)
controle negativo dos tratamentos de biorremediagao por atenuagdo natural (A _CN), onde o solo foi
incubado sem contaminagdo por combustiveis € C) controle negativo do tratamento de
biorremediacdo por bioaumentacdo combinado com bioestimulagcdo (B_CN), sem contaminag¢ao por
combustiveis, mas incubado com adicdo de consorcio bacteriano e nutrientes minerais (tabela 1).
Nos experimentos de biorremediacdo por atenuacdo natural, ocorreu apenas a contaminagdo dos
solos pelos combustiveis utilizados (A BO; A B20 ¢ A B100), sem adicdo de consorcios
bacterianos, nem a adicdo de nutrientes. Nos experimentos de biorremediagdo por bioaumentacao
combinada com bioestimulacdo (B_B0O; B B20 e B B100), adicionou nas amostras de solos,
bactérias previamente isoladas de um solo com historico de contaminagao petroquimica, formando
um consorcio, além de uma solugdo de NHsNO; e KH,PO,, para enriquecer o solo com N e P. O
consorcio bacteriano foi composto de Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Pseudomonas
aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. As referidas espécies foram previamente identificadas
e caracterizadas quanto a sua capacidade de degradagdo de misturas de diesel-biodiese (Meyer,
2011). Os frascos respirométricos foram incubados por um periodo de 60 dias e mantidos a
temperatura ambiente, com média de 22°C.

A partir de uma amostra de 300 mg de solo, foi realizada a extragdo de DNA dos
microrganismos presentes na amostra utilizando o kit PowerSoil DNA Isolation (MO BIO Inc.,
Laboratories, USA). A amplificacdo da regido variavel V3 do gene /6S ¥rRNA do dominio Bacteria
por PCR, foi realizada utilizando os primers universais BA338F (5’ACTCCTACGG
GAGGCAGCAQG) ligado a um grampo GC e UNS5I8R (5'ATTACCGCGGCTGCTGG). A
amplificagdo do gene /6S rRNA foi realizada em solugdo contendo 1-5 ng/ul"' de DNA molde, 1U

Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil); 1,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP; 5
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pmol de cada primer universal, em um volume final de 25ul. As condig¢des da amplificacdo da PCR
foram: 5 min. a 94 °C, 35 ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 55°C e 1 min. a 72°C, e extensdo final a
72°C por 10 min. A amplifica¢do foi conduzida em um termociclador TX96 Plus (AMPLITHERM).
Os produtos amplificados foram analisados em agarose 1,5%, corado com brometo de etidio
(5Mg/ul) e visualizado em luz ultravioleta

Os amplicons obtidos foram analisados em eletroforese em gel com gradiente desnaturante como
descrito por Ovreas et al. (1997). Os géis continham 8% de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1 m:m),
e apresentavam um gradiente desnaturante de 15% a 55% de formamida e uréia (OQvreas et al.,
1997). A eletroforese foi realizada a 200 V, durante 3 horas e 30 minutos no DCode TM System
(Bio-Rad Inc.,Hercules, USA) em tampao de corrida 1X TAE. O gel foi corado com Syber Safe
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) durante 30 minutos. A aquisicdo das imagens foi feita por
fotodocumentador GL2200 (KODAK). Gerou-se uma matriz bindria utilizada para calcular uma
matriz de similaridade (coeficiente de DICE) e para agrupar um dendrograma UPGMA, utilizando-

se o programa NTSY Spc 2.10.

Tabelal. Tratamentos de biorremediacdo no solo, contaminados com diferentes combustiveis e

adicoes conforme a estratégia de biorremediagdo utilizada.

Tratamento Adicao

Sigla
) Sem combustiveis, sem
Controle negativo . ~ Arg
incubacao
Controle negativo da atenuagao Sem combustiveis A CN
natural -
Atenuagdo natural+ diesel Diesel (B0) A B0

Atenuagao naturalt diesel- | ;oo piodiesel (820) | A_B20

biodiesel
Atenuacao natural+biodiesel Biodiesel (B100) A _B100
Controle negativo da Consorcio e nutrientes,
. . . ~ o B CN
bioaumentcao+bioestimulacao sem combustiveis -
Bioaumentacao+bioestimulagao Diesel (BO).’ CONSOTCIO € B B0
nutrientes -
Bioaumentacao+bioestimulagao Dleserl—b}odwsel (B20), B _B20
consorcio e nutrientes
Bioaumentacaotbioestimulacao Biodiesel (B100), B _B100

consorcio e nutrientes




RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de DGGE para andlise de comunidades microbianas ¢ uma ferramenta que permite
verificar a estrutura da comunidade bem como, pode revelar as populagdes microbianas que sao
dominantes no ambiente. Uma das principais vantagens do DGGE ¢ que esta técnica permite a
deteccdo e andlise de espécies ndo cultivaveis. No entanto, ela também apresenta algumas
limitagdes que podem estar associadas a problemas na extracdo e amplificagdo do DNA, no gel
desnaturante, presenca de produtos de PCR quiméricos, produto de culturas mistas, e a
possibilidade de ndo se diferenciar espécies muito proximas (Taccari et al., 2012; Evans et al.,
2004). Em ambientes com grande diversidade microbiana como o solo, a co-migracdo de
fragmentos de DNA de taxons diferentes pode ocorrer (Muyzer & Smalla, 1998; Gafan & Spratt,
2005). Pode ocorrer até mesmo co-migra¢do de fragmentos de DNA de tdxons bacterianos muito
distantes entre si, dentro de uma mesma banda em um gel de DGGE (Sekiguchi et al., 2001).

O resultado do DGGE demonstrou que somente uma unica espécie bacteriana do consorcio pode
ter se estabelecido com éxito na estratégia de bioaumentacdo, que recebeu contaminagdo por BO,
B100, bem como no controle (Figura 1, pontos vermelhos). Além disso, ndo foram observados
indicios da presenca efetiva das demais espécies do consércio nos tratamentos. Pode-se inferir que
as bandas dos tratamentos, que apresentaram mesmo padrio de migracdo de uma banda do
consorcio, seja referente a um dos microrganismos adicionados ao tratamento de biorremediacao,
entretanto para a confirmagao deste resultado, as bandas deveriam ser seqiienciadas. Uma série de
fatores pode explicar o pouco sucesso dos microrganismos utilizados na bioaumenta¢ido, como por
exemplo, a competicdo dos indculos com os microorganismos autéctones por nutrientes bem como
por aceptores de elétrons e a predacdo por protozoarios, podem ser fatores ecoldgicos importantes
que podem interferir negativamente na adaptagdo no inodculo ao novo ambiente (Mariano et al.2009;
El Fantroussi & Agathos, 2005). Adicionalmente, caracteristicas abioticas intrinsecas do novo
ambiente onde o in6culo foi inserido, podem interferir no seu sucesso adaptativo (El Fantroussi &
Agathos, 2005).

Pela eletroforese do DGGE, s3ao observados diversos fragmentos de DNA nos diferentes
tratamentos, incluindo o controle negativo do tratamento de bioaumentagdo. Estes fragmentos de
DNA podem ser das mesmas espécies bacterianas (Figura 1, pontos azuis). Embora o
seqilenciamento também seja necessario. E sabido que a capacidade dos microrganismos indigenas
de degradar compostos organicos novos no ambiente deriva de sua co-evolugao com compostos que
ocorrem naturalmente naquele local, que apresentam estruturas moleculares anilogas as novas
moléculas presentes com a contaminacdo (Chikere et al., 2011; Fernandez-Luquend et al., 2011).

Além do mais, microrganismos podem responder a uma grande quantidade de condigdes
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estressantes, como a presenga repentina de compostos toéxicos como o diesel, através da mudanca de
seu padrao de expressdo génica (Fernandez-Luquend et al., 2011). Essas capacidades que
microrganismos autdctones podem apresentar podem explicar a adaptabilidade que esses seres

vivos apresentam, com a presen¢a dos contaminantes.
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Figura 1. Eletroforese de DNA em gel com gradiente desnaturante (DGGE) de amostras de solo
impactado por misturas diesel-biodiesel. Arg: (controle negativo); A CN: (controle negativo
atenuagao natural; sem combustivel); A BO: ( atenuagdo natural BO); A B20: ( atenuacdo natural
B20); A BI100: (atenuagdo natural B100); B _CN:(controle negativo bioaumentacao+
bioestimulacdo; sem combustivel); B BO0:(bioaumentacdo+tbioestimulagdio B0); B B-20:
(bioaumentagdotbioestimulacdo B20); B B100: (bioaumentacao+bioestimulagio B100); e C:

(consorcio)

A analise do cladograma demonstrou a formag¢do de um cluster entre os tratamentos B B0 e
B B20, com similaridade em torno de 75%, e também nos tratamentos A BO e A B20 com indice
de similaridade de 56% (Figura 2). Este resultado justifica-se, porque pode ocorrer selegao de
microrganismos que utilizam os hidrocarbonetos do diesel como fonte de carbono, no contexto
tipicamente oligotréfico do solo, modificando a estrutura da microbiota, induzindo a formagao de
comunidades bacterianas semelhantes entre as amostras que contem diesel, isto ¢, BO e B20, em
ambas as estratégias de biorremediacdo (Bundy et al., 2002; Evans et al., 2004). A similaridade
compartilhada em misturas diesel-biodiesel, que contenham alto teor de diesel, ¢ corroborada por

Silva et al. (2012), que demonstraram a formag¢do de um cluster exclusivo por comunidades
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bacterianas do solo, que apresentam misturas diesel-biodiesel com alto teor de diesel, se
distinguindo dos tratamentos controles bem como biodiesel B100. Este mesmo perfil de
agrupamento em clusters € observado no presente estudo, uma vez o diesel BO se agrupou a sua
mistura com biodiesel em B20, formando clusters em ambas as estratégias de biorremediagao
utilizadas. Silva et al. (2012), também demonstraram o impacto que o biodiesel B100 provoca na
estrutura da comunidade bacteriana, com diferencas significativas de comunidades bacterianas
contaminadas com misturas diesel-biodiesel, bem como frente ao controle sem contaminacao,
embora essa divergéncia clara de B100 ndo tenha sido observado no presente estudo. Os autores
também sugerem que ocorra selegdo de grupos bacterianos capazes de degradar biodiesel.

E notavel a grande similaridade entre as comunidades bacterianas presentes nos tratamentos BO e
B20 na estratégia de biorremediagcdo por bioaumentagdo combinada com bioestimulacao, formando
um cluster com similaridade por volta de 75% entre as amostras, similaridade maior quando
comparada aos mesmos tratamentos, que passaram apenas por atenuagdo natural (Figura 2). A
bioestimulacdo que ¢ a adi¢do de nutrientes no solo pode provocar impactos sobre a microbiota do
solo contaminado, induzindo a formagdo de comunidades microbianas diferenciadas, quando
comparada a um solo igualmente contaminado, mas sem a adicdo de nutrientes (Evans et al.,2004).
Em contrapartida, a adi¢do de consoércios, pode ndo provocar mudangas na estrutura das
comunidades microbianas, quando mal sucedidos (Vinas et al., 2006), e mudancas ndo muito
significativas, quando com relativo sucesso com esta estratégia (Cunliffe & Kertesz, 2006),
colocando em duvidas o impacto dos consorcio bacterianos sobre a estrutura da comunidade
bacteriana hospedeira. Sugere-se que o impacto do combustivel seja 0 maior fator na modificagdo
da microbiota, seguido pela adi¢do de nutrientes N e P, bem como a interacdo entre os dois fatores
(Margesin et al., 2007). Isso abre a possibilidade de que a adi¢do de nutrientes ao tratamento de
biorremediacdo seja o maior fator pela alta convergéncia das comunidades bacterianas,
compartilhadas por BO e B20, do que a adicdo de consorcio bacteriano na mesma estratégia de
biorremediacao.

Observam-se bandas mais destacadas entre os tratamentos de bioaumentagdo combinado com
bioestimulacdo, quando comparados aos tratamentos de atenuacdo natural, sugerindo que houve
uma maior atividade microbiana no tratamento combinado de bioaumentacdo e bioestimulacgao.
Essa diferenca ¢ marcante nos tratamentos que receberam diesel (B0) e biodiesel (B100),
evidenciando o possivel impacto da estratégia de bioestimulagdo sobre a atividade da microbiota. El
Fantroussi & Agathos, 2005, sugerem que a adicao de nutrientes em uma estratégia combinada de
bioaumentacdo com bioestimulagdo, pode induzir a maior atividade tanto dos microrganismos

autoctones, quanto do indculo exogeno.
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Figura 2. Cladograma demonstrando as relagdes de similaridade entre os tratamentos de atenuacao
natural e os tratamentos de bioaumentagdo acompanhado por bioestimulacdo. 1: Arg (controle
negativo); 2: A_CN (controle negativo atenuacao natural; sem combustivel); 3: A BO: (atenuacao
natural BO); 4: A B20 (atenuagdo natural B20); 5: A B100 (atenuagdo natural B100); 6: B CN
(controle  negativo  bioaumentacdotbioestimulacdo; sem  combustivel); 7: B B0
(bioaumentagao+bioestimulacao B0); 8: B_B20 (bioaumentacao+bioestimulagao B20); 9: B B100 (

bioaumentagao+bioestimulacdo B100).

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram indicios dos impactos do diesel, biodiesel e
misturas diesel-biodiesel, sobre as comunidades microbianas do solo. Se nota o impacto que o
diesel-mineral apresenta sobre as comunidades microbianas de solos sem histérico de
contaminacdo, induzindo a formacgao de clusters nos tratamentos, que apresentam este combustivel,
em ambas as estratégias de biorremediacio apresentadas. E notével a possivel alta convergéncia das
comunidades contaminadas com diesel nos tratamentos que receberam o tratamento combinado de
bioaumentacdo com bioestimulacdo, frente a estratégia de atenuacdo natural, evidenciando um
possivel alto impacto na estrutura da microbiota, provocada pela estratégia de bioestimulagdo. Nota-
se também o pouco sucesso do consorcio bacteriano, com apenas uma espécie apresentando
possivel sucesso significativo na estratégia de bioaumentacdo combinada com bioestimulacao, nos

tratamentos que receberam B0 ou B100.
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