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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o
mundo”.,

(Albert Einstein)






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

AGRADECIMENTOS

Durante o periodo de elaboragdo desta tese, pude contar com o apoio e dedicagéo
de professores, familiares e amigos.

Gostaria de agradecer, em primeiro lugar, a minha mée, Cassia Ap. S. Mendonga
dos Santos, ao meu pai, Airton Ferreira dos Santos e a minha irm& Karen Mendonga
por todo apoio emocional e suporte dado durante esta fase, me ajudando a passar
por esta jornada da melhor forma possivel. Dedico este trabalho a vocés.

Gostaria de agradecer as minhas orientadoras de tese Professoras Claudia Coelho
PhD e Fatima Serralha PhD por todo apoio e dedicagcdo durante esta jornada e
principalmente, por todo conhecimento que adquiri durante este processo. Os meus
agradecimentos sinceros a todos os docentes da Escola Superior de Tecnologia do
Barreiro, que lecionaram durante o mestrado de aquisigéo.

Aos meus colegas José Roberto Padilla Torres, que além de colega de classe, se
tornou um grande e querido amigo, Jamilly Braga Santos pelo acolhimento durante a
fase inicial ao mestrado e pela amizade formada na fase de aquisicdo e a lIris
Sorriany, responsavel por me impulsionar a iniciar o curso e estar ao meu lado
durante tantos anos de amizade. Obrigada por fazerem parte desta realizagéo.

E por fim, gostaria de agradecer a mim, por ter coragem, determinagao e resiliéncia,
para iniciar projetos e finaliza-los de forma dedicada e sempre acreditando no meu
potencial.






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

RESUMO

A contaminagéo por compostos organicos representa um desafio significativo para a
preservagdo dos ecossistemas. Essas substincias s&o, maioritariamente,
provenientes de combustiveis fosseis e sdo amplamente utilizadas no setor industrial.
Devido a ampla utilizacdo destes derivados do petrdleo no passado e a sua
eliminacdo inadequada, verificou-se a contaminagdo de agua e solo em varias
regides do mundo. Esta situagdo pode resultar em prejuizos ambientais e para a
saude humana. Assim, atualmente, decorrem varios estudos com o propdsito de
avaliar e, se possivel, corrigir os danos provocados. A biorremediagdo tem se
destacado como uma forma limpa (denominada técnica verde) e promissora para a
remediagao de areas contaminadas, pois faz uso de organismos vivos para degradar
os contaminantes. Neste mesmo contexto, o uso de surfactante tem despertado
interesse como uma ferramenta eficaz e que acelera a biorremediacdo de
hidrocarbonetos.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar processos
biodegradativos e realizar a comparagao dos resultados de biorremediagdo com a
utilizagdo de surfactante. Os organismos hidrocarbonoclasticos foram obtidos em
amostras de solo de duas praias fluviais: a praia de Palhais e a Praia de Copacabana.
Ambas interditas a zona de banhos e localizadas no concelho do Barreiro, na regido
da Margem Sul do estuario do rio Tejo.

Os microrganismos hidrocarbonoclasticos foram selecionados por crescimento em
meio seletivo Bushnell-Haas (BH). As taxas de crescimento dos microrganismos na
presenca dos poluentes hexano e gasolina, como unica fonte de carbono, permitiram
comparar a capacidade de biodegradar estes compostos nos dois locais de
amostragem.

A caracterizagdo morfologica e bioquimica dos microrganismos foi realizada através
da metodologia de Gram e crescimento em meio seletivo para identificacao de
Pseudomonas. Como resultado, as colonias obtidas revelaram-se ser Gram-
Negativas e Gram-Positivas na Praia de Palhais e somente Gram-Negativas na Praia
de Copacabana. O crescimento em meio seletivo permitiu concluir que em ambos os
locais existem Pseudomonas aeruginosas.

O estudo da biodegrabilidade foi determinado utilizando o indicador redox 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP), na presenca e na auséncia do emulsificante Tween
80. O resultado obtido nesta analise aponta que as taxas de biorremediagao para
Praia de Palhais foram de 23,81% para hexano e 35,03% para a gasolina e Praia
Fluvial de Copacabana, foram de 27,05% e 34,25%, para o hexano e gasolina,
respetivamente.
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Em todas as amostras as taxas de biorremediacdo, observada na presenga do
surfactante, conduziu a um aumento entre 21 e 51%. A significancia dos resultados
obtidos foi analisada pelo teste t de Student, para 8 graus de liberdade.

Portanto, pode-se concluir que a adi¢do de hexano e gasolina, num meio sem outra
fonte de carbono, permite o crescimento de microrganismos hidrocarbonoclasticos,
e que a adigcao de emulsificante aumenta a taxa de biodegradacéo.

Palavras-chave: Microrganismos hidrocarbonoclasticos, Pseudomonas aeroginosa,
Biorremediacao, DCPIP, Tween 80.
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ABSTRACT

Contamination by organic compounds represents a significant challenge for the
preservation of ecosystems. These substances mostly come from fossil fuels and are
widely used in the industrial sector. Due to the widespread use of these petroleum
derivatives in the past and their inadequate disposal, water and soil contamination
has occurred in several regions of the world. This situation can result in damage to
the environment and human health. Therefore, several studies are currently underway
with the purpose of evaluating and, if possible, correcting the damage caused.
Bioremediation has stood out as a clean (called green technique) and promising way
to remediate contaminated areas, as it uses living organisms to degrade
contaminants. In this same context, the use of surfactant has aroused interest as an
effective tool that accelerates the bioremeasurement of hydrocarbons.

Therefore, the present work aims to investigate biodegradative processes and
compare the results of bioremediation with the use of surfactant. Hydrocarbonoclastic
organisms were obtained in soil samples from two river beaches: Palhais Beach and
Copacabana Beach. Both bathing areas are prohibited and located in the municipality
of Barreiro, in the South Bank region of the Tagus River estuary.

Hydrocarbonoclastic microorganisms were selected by growth on Bushnell-Haas
(BH) selective medium. The growth rates of microorganisms in the presence of the
pollutants hexane and gasoline, as the only carbon source, made it possible to
compare the capacity to biodegrade these compounds in the two sampling locations.

The morphological and biochemical characterization of microorganisms was carried
out using the Gram methodology and growth on selective medium to identify
Pseudomonas. As a result, the colonies obtained turned out to be Gram-Negative and
Gram-Positive on Palhais Beach and only Gram-Negative on Copacabana Beach.
Growth on selective media allowed us to conclude that there are Pseudomonas
aeruginosas in both locations.

The biodegradability study was determined using the redox indicator 2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP), in the presence and absence of the emulsifier
Tween 80. The result obtained in this analysis indicates that the bioremediation rates
for Praia de Palhais were 23.81% for hexane and 35.03% for gasoline and Praia
Fluvial de Copacabana, they were 27.05% and 34.25%, for hexane and gasoline,
respectively.

In all samples, bioremediation rates, observed in the presence of surfactant, led to an

increase between 21 and 51%. The significance of the results obtained was analyzed
using Student's t test, for 8 degrees of freedom.

Vii
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Therefore, it can be concluded that the addition of hexane and gasoline, in a medium
without another carbon source, allows the growth of hydrocarbonoclastic
microorganisms, and that the addition of emulsifier increases the rate of
biodegradation.

Keywords: Hydrocarbonoclastic microorganisms, Pseudomonas aeruginosa,
Bioremediation, DCPIP, Tween 80.

viii






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

1. INDICE GERAL

AGRADECIMENTOS ...ttt ettt e e et ee e e s e e e e e enseeeeeeneeas i
RESUMO ...ttt et ettt e e e ettt e e e et e e e e ente e e e e eanteeeeannrneaaeans iii
FN = S I O PP vii
INDICE DE FIGURAS ...ttt st nen Xii
INDICE DE TABELAS ......ouiiiiieiriisieeeteeeeseseseeseee e sesesseee s seseses s asseeses s een Xiv
SIMBOLOS E ABREVIATURAS ........oooiuieeeeeeeeteeeeeeeeee e naeenann XVi
1. INTRODUGAO .......oeeiiertcetsctese et e et s ssaesse et ese e e sae e e e e sesas e se e e sassssesssasseasaes 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........cooeuimrecnreressesessssesssessssses s ssessssssessssessssssasens 3
2.1. Contaminacgao por Hidrocarbonetos e suas fontes...........cccccceeeeiieieiiiiiienennns 3
2.2. Impacto Ambiental € na Saude.............coooviiiiiiiiiii e 4
2.3. HIdrocarbonetos ..o 4
2,31, GASONNG ..t e 6
2.3.2. HEXANO ...ttt 6
2.4. Técnicas de BiorremediaCao.............uuiieiieeeeiiiieeee e 7
2.5. Microrganismos utilizados na Biorremediaga0 ..........cccoevveevviviiiieiiiiiieiiiin. 10
2.5.1. Fatores que afetam a biorremediagdo microbiana.............ccccccceeeeeennene 13
2.5.2. Fatores biolOQICOS ......oveveiiiiiiiiiiiiieieiee e eeeeieie e et e e e eeeeneeee e eneennnnee 13
2.5.3. Fatores abioticos ou ambientais ... 14
2.6. Estudos sobre Biorremediacao Bacteriana............cccooovvveeiiiiiiiiiiieeeeeee 14
2.7. Caracterizagéo Morfolégica de bactérias ...........ccccvvviiieviiiiii e, 17
2.8. Métodos COlOMMELFICOS .......coiiiiiiiiiiiei ittt eaeeeee 20
2.9. Pseudonomas G@eIrUQiNOSa .........cc..uuuueeuuuuuieeeeae ettt e e e e e aenaa s 21
2.10. Utilizacao de surfactantes e biossurfactantes e seus efeitos...................... 22
2.11. Escolha do local de analise de biorremediacao do presente relatorio.......... 23
3. METODOLOGIA.........ooeieeeerreemre e e smee e e esmr e s s e e e s e mme e s s mn e e e s mn e e e e smnnenanan 26
3.1. Amostragem — Localde recolna ........ccccooeieeiieiie e 26
B T2 A 1 4T 1S3 (=T 1= o o PSP 28
3.2.1. Preparagao do local e recolha da amostra............cccccooovieiiiiiiiiiiiieeeen, 29
3.2.2. Medicdo do pH da amostra.........ccoeeiiiieiiiiiieeee e 29
3.2.3. Conservagao da amoStra.........cceceviiiiiiiei i 29
3.3. Selecdo dos organismos hidrocarbonoclasticos.............cccceeeviiiiiiiiiiieenennenn, 29
3.4. Crescimento dos organismos hidrocarbonoclasticos ..................ccccooooe. 30
3.5. Analise meio liquido no espetrofotometro..................ccc 31



Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

3.6. Crescimento dos organismos hidrocarbonoclasticos em meio sélido............ 32
3.7. Identificagao dOS MICrOrganiSMOS .......cciuuiuiiiiiiee et e e 32
3.8 Coloragédo Gram — Caracterizagdo dos microrganismos.............ccccceeeeeeeeen.. 32
3.9 . identificacdo de PSeudomonas .........ccoevuuiieiiiieiiiiiicc e 34
3.10. Estudo de Biodegradabilidade .............ouuueiiiiiiiiiiiiiee e 34
4. RESULTADOS E DISCUSSOES.........occoeirerecreescresescs e saeseesesassessessesassesneeaens 37
4.1. Caracterizagao das amOSIras .........ceiiieii it e e 37
4.2. Crescimento dos organismos hidrocarbonoclasticos em meio liquido.......... 37
4.3 Selegao e Caracterizagdo morfoldgica dos organismos..............eeeeveeeeeeeeneenns 40
4.4 Coloragao de Gram .......ccceiiiiiiiiie e e 43
4.5. Identificacdo de PSEUAOMONES .......cciiiiiiiiiiiiiiiee e 45
4.6. Estudo da Biodegradabilidade ... 46
4.6.1. Praia de PalNais .......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 47
4.6.2. Praia de Copacabana...............coooouiiiiieiiiiiceee e 48
4.6.3. Analise dos resultados obtidos no estudo de biodegradagéo.................. 49

5. CONCLUSAO E SUGESTOES FUTURAS........ccocertrermrerereeserseseesassesaesesessennas 51
6. BIBLIOGRAFIA ...........eeeee e e s s e me e e e e e mn e e s mne s 54
A 1 =5 (O 1 65






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Estratégias de remediagdo mais utilizadas, tanto in situ como ex situ. Fonte:
RIZZO et al., 2008. ...t e e e e e e eeaaeaas 9
Figura 2 - Curva normal de crescimento bacteriano (Nascimento, 2010)............... 16
Figura 3 - Diversidade da morfologia bacteriana: 1. cocos, 2. bacilos, 3. virgula, 4.
espirilo, 5. espiroqueta, 5. estrela, 7. quadrada, 8. Cocobacilo - Fonte: Nascimento,

{0 PRSP PPUPPPPTPRRIN 18
Figura 4 -Classificagdo do tamanho das colonias bacterianas. Adaptado Badieyan,
{0 TSP UUTTR 18
Figura 5 — Classificagdo de caracteristicas das colénias bacterianas — Adaptado
107 4 F= = T 0 5 T 19
Figura 6 - Representagao da agao dos reagentes utilizados na coloragédo de Gram.
(ROTKEI,2023). ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e 20
Figura 7 - Exemplos de ladminas de cocos e bastonetes Gram-positivos e Gram-
negativos (Rotker, 2023).........o e 21
Figura 8 - Localizacdo do Municipio do Barreiro. Fonte: Instituto Politécnico de
SEIUDAL ... s 23
Figura 9 - Fluxograma do processo experimental. ...............ooovviiiviiiiiiiiiiiieciieeennnnn, 26
Figura 10 - Local de recolha através do Google Maps. a) Praia de Palhais —
Localizagdo: 38.6247° N, 9.0534° Wi.....coiiiiiiiiiiiie et 27
Figura 11 — Local de recolha através do Google Maps. B) Praia Fluvial de
Copacabana. Localizagao: 38°38'31.7"N 9°03'51.6"W....cooeiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 27
Figura 12 - Coloragdo Gram procedimento — (Nascimento, 2010) .........c.ceevveeennnes 33
Figura 13 - Ordem de adigdo das substancias aos eppendorfs no estudo da
biodegradabilidade — analise DCPIP...............ouuiiiuiiiiiiiie 36
Figura 14 - Ordem de adigdo das substancias aos eppendorfs no estudo da
biodegradabilidade — analise com surfactante. ............ccccccoii i, 36
Figura 15 - Curva de crescimento utilizando poluentes Hexano e Gasolina — Praia de
Palnais. ......cco oo 38
Figura 16 - Curva de crescimento utilizando poluentes Hexano e Gasolina - Praia de
LO070] o1=Toz= | o} - VRPN 38
Figura 17 - Crescimento especifico na amostra Palhais, poluente Hexano............ 39
Figura 18 - Analise Palhais - HeXano.............cccoviviiiiiiiiiii e 40
Figura 19 - Analise Palhais — Gasolina. .........cccuuuiiiiiiii i 41
Figura 20 - Amostra Solo Praia de Copacabana - Hexano.........cccccevevvvvevveeeeeeennnnns 41
Figura 21 - Amostra Solo Praia de Copacabana - Gasolina. ............ccouvvveeeeeieeennnn. 41
Figura 22 - Analise dos microrganismos apos processo de centrifugagéo. ............ 42
Figura 23 - Amostra solo Palhais - Poluente Hexano. ............cccccceeeiiiiiiiiiiiicceeeeeees 43
Figura 24 - Amostra solo Praia de Copacabana - Poluente Hexano ...................... 44
Figura 25 - Amostra solo Palhais - Poluente Gasolina. ..........cccccceeiiiiiiiiiieieneennn. 44
Figura 26 - Amostra solo Praia de Copacabana - Poluente Gasolina..................... 45

Xii






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

iINDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Estudo Hidrocarbonetos. Realizado por Karina Mendonga, 2023. .......... 5
Tabela 2 - Técnicas utilizadas no estudo de biorremediagdo. Estudo realizado por
Karina Mendonga, 2023..........coooiiiiii et eeee it aaaaae 7
Tabela 3 — Microrganismos usados em estudos de biorremediacao. Estudo realizado
por Karina Mendonga, 2023 ... e 11
Tabela 4 - Materiais utilizados na recolha da amostra e primeiras analises. .......... 28
Tabela 5 - Composicao dos eppendorfs sem surfactante. ..........cccccccooeeiiiininnnnn... 35
Tabela 6 - Composicao dos eppendorfs sem surfactante - (teste em branco)........ 35
Tabela 7 - Estudo de biodegrabilidade com surfactante - eppendorf de analise..... 35
Tabela 8 - Dados dos locais de recolha das amostras. ...........cccceeeveeeeeeeee e 37
Tabela 9 - Dados obtidos referente a D.O. maxima e respetiva hora, tempo de
duragao da fase log e Taxa de crescimento especifica................c. 39
Tabela 10 - Caracterizagao morfolégica das coldnias do tipo1e2.................... 43
Tabela 11 - Identificagdo microrganismos local de amostragem Praia de Palhais. 45
Tabela 12 - Identificagdo microrganismos local de amostragem Praia de
L00] o7=Toz= 1 oY= | - VRPN 46

Tabela 13 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradacgdo Praia de Palhais..... 47
Tabela 14 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradagéo Praia de Palhais com

SUMACTANTE ... ..o e e e e e et e e e e e e eeer e ans 48
Tabela 15 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradacao Praia de Copacabana.
.............................................................................................................................. 48

Tabela 16 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradagéo com surfactante. .... 49

Xiv






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagéo realizadas por microrganismos obtidos em amostras
de solo no concelho do Barreiro.

SiMBOLOS E ABREVIATURAS

BH Bushnell-Haas

D.O Densidade Otica

DCPIP 2,6 diclorofenolindofenol

LB Luria- Bertani

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

Rpm Rotagéo por minuto

Xvi






Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

1. INTRODUCAO

A poluicdo ambiental proveniente de produtos petroliferos, como gasolina, diesel e
petréleo bruto, tem despertado uma atencdo generalizada para questdes ecoldgicas
(Jimoh e Lin, 2019). A libertacdo desses poluentes no meio ambiente gera ameacgas
continuas a saude humana e animal, devido & sua natureza persistente e perigosa,
propensa a desencadear efeitos de bioacumulacdo e bioamplificacdo nas cadeias
alimentares (Rahman, 2003; Langworthy, 2002; Yadav, 2016). De facto, a presenca de
hidrocarbonetos derivados do petrdleo no meio ambiente tem sido associada a uma
variedade de efeitos adversos, incluindo efeitos toxicos, mutagénicos e cancerigenos
(Ambust et al., 2021). Sendo a deplecao de oxigénio e de agua e a disponibilidade
limitada de nitrogénio, fosforo e ferro as principais alteragfes identificadas nos solos
(Nogueira et al.,2011).

Para fazer frente a poluicdo causada por hidrocarbonetos derivados do petréleo, os
investigadores tém explorado métodos fisicos, quimicos e biol6gicos como ferramentas
eficazes no tratamento de areas contaminadas (Befkadu e Chen, 2018). Entre esses
métodos, a biorremediagdo, processo que envolve a remocdo, degradagdo ou
neutralizacdo de poluentes existentes no meio ambiente por meio da utilizagdo de
organismos vivos, destaca-se como uma abordagem versétil e vantajosa. Além de ser
economica e simples, a biorremediacdo é conhecida pela sua eficiéncia, ndo
invasividade e respeito pelo meio ambiente, oferecendo uma solugdo sustentavel e
aplicavel em diversas situagdes (Smulek et al., 2020).

A biorremediacdo engloba diferentes tecnologias, cada uma com caracteristicas
especificas. A fitorremediacéo, por exemplo, utiliza plantas para remover, degradar ou
isolar contaminantes. Este método abrange diversas técnicas, como a rizodegradacao,
onde microrganismos nas raizes das plantas decompdem os poluentes (Ambust et al.,
2021); a fitoextragdo, que envolve a absorgdo de contaminantes pelas plantas; a
fitovolatilizacdo, onde as plantas transformam substéncias poluentes em formas
volateis; a fitodegradacéo, que é a degradacao de poluentes pela atividade enzimatica
das plantas; e a filtracdo da rizosfera e estabilizacdo da rizosfera, que referem-se a
capacidade das plantas de filtrar e estabilizar contaminantes no solo ao redor das suas
raizes (Benaissa, 2019; Kumar et al., 2015; Glick, 2012).

Esta diversidade de técnicas proporciona solucdes holisticas e adaptaveis para lidar
com a complexidade dos desafios associados a contaminacao ambiental. Ndo obstante
a relevancia de outras abordagens, estudos destacam que a biorremediacdo
microbiana, que emprega microrganismos como bactérias, fungos e microalgas,
demonstra ser mais eficaz na conversdo de poluentes em formas menos toxicas e
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moveis, bem como na mineralizacdo de hidrocarbonetos, transformando-os em H-O,
CO; e hiomassa microbiana (Imam et al., 2019). Entre os microrganismos, as bactérias

sdo reconhecidas como os principais agentes de degradacdo de hidrocarbonetos
(Abena et al., 2019). Essa eficacia decorre da capacidade adaptativa dos
microrganismos ao longo do tempo, evoluindo para utilizar compostos potencialmente
nocivos, como a sua principal fonte de carbono e energia, aumentando a sua taxa de
sobrevivéncia (Azri et al., 2018).

Em ambientes contaminados com hidrocarbonetos, a capacidade de sintese de
surfactantes confere uma vantagem competitiva para os organismos capazes de usar
estes compostos como fonte de carbono. A dualidade estrutural dos surfactantes, que
combina partes hidrofilicas (afinidade por agua) e hidrofébicas (repeléncia a agua),
confere a capacidade de interagir eficazmente com interfaces entre fases imisciveis,
como a interface 6leo-agua em ambientes contaminados com hidrocarbonetos (Santos
et al., 2016). Estes compostos contribuem para a remediacdo de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos por meio de dois mecanismos distintos. O primeiro
processo envolve o aumento da biodisponibilidade do substrato para o microrganismo,
enquanto o segundo envolve a interacdo da superficie da célula bacteriana com o
substrato hidrofébico, aumentando assim a hidrofobicidade (Ambust et al., 2021).

Prosseguindo numa sequéncia de investigacfes sobre biorremediacéo, utilizando o
meio ambiente local como fonte de microrganismos, este projeto tem como objetivo
aprofundar o estudo do efeito dos surfactantes nas taxas de biorremediag&o e contribuir
para o conhecimento e desenvolvimento de estratégias de remediacdo em areas
contaminadas por produtos petroliferos.
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2 . REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CONTAMINACAO POR HIDROCARBONETOS E SUAS FONTES

Os hidrocarbonetos sao formados principalmente a partir de fosseis de plantas e animais
como resultado de atividades naturais ou humanas. Sdo compostos formados por
atomos de carbono e hidrogénio, constituindo a base do petréleo, gas natural e carvao.
Altamente combustiveis, geram diéxido de carbono, agua e calor durante a combustao.
Assim, os hidrocarbonetos destacam-se pela sua eficacia como fonte de combustivel,
desempenhando um papel significativo na producédo global de energia (Kebede et al.,
2021). Quanto a sua estrutura quimica, os hidrocarbonetos presentes no petréleo sédo
divididos em saturados (de cadeia linear e ramificada), aromaticos (mono e policiclicos),
resinas (moléculas complexas, contendo carbono, hidrogénio e, ocasionalmente,
pequenas quantidades de oxigénio, nitrogénio e enxofre e incluem as piridinas,
quinolinas, carbazéis, sulféxidos e amidas) e asfaltenos (moléculas grandes e
complexas, contendo carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre, que incluem
os fendis, acidos gordos, cetonas, ésteres e porfirinas) (Koshlaf et al., 2017). Os
constituintes do petroleo podem apresentar-se em trés estados fisicos distintos, sélido,
liquido e gasoso. A uma temperatura muito baixa, alguns componentes, como 0s
asfaltenos, podem precipitar, assumindo um estado sélido. Em condi¢bes normais de
temperatura e pressao, a maioria do petroleo encontra-se no estado liquido, com resinas
e a maioria dos hidrocarbonetos mantendo-se nesse estado. Por fim, em situa¢gfes de
altas temperaturas ou baixas pressoes, certos hidrocarbonetos mais leves podem existir
no estado gasoso. Esta diversidade de estados fisicos contribui para a complexidade do
petroleo, afetando o seu comportamento em varias condigcbes ambientais (Liu et al.,
2019).

Por muitos anos, hidrocarbonetos e seus derivados foram intencionalmente ou
acidentalmente libertados no meio ambiente, principalmente no solo e nos oceanos. As
principais fontes de poluicdo sdo atividades humanas (antropicas) e processos naturais,
tais como a atividade vulcanica. A atividade humana esté associada ao atual aumento
da industrializac&o e da civilizacao e geralmente contribui para o aumento de poluentes
de hidrocarbonetos no meio ambiente. Assim, as fontes sdo postos de abastecimento
de combustiveis, mineracdo, residuos quimicos e petroguimicos, residuos agricolas,
combustao incompleta de matéria organica, residuos de lodo, gaseificacdo, exaustédo e
processamento de automdveis, manufatura, transporte, escoamento de calgadas,
asfalto, destilagdo de madeira, eliminacdo de residuos, emissfes e a sua utilizagdo
como combustivel féssil (Zafra et al. 2016). A maioria dos ambientes poluidos por
hidrocarbonetos contém derivados leves do petrdleo (petroleo, gasolina, querosene e
diesel), hidrocarbonetos pesados (lubrificantes ambientais, 6leo pesado e petréleo
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bruto), solventes halogenados e outras moléculas mais complexas (hidrocarbonetos
arométicos) (Titah et al., 2021).

A complexidade na limpeza de um ambiente contaminado por hidrocarbonetos esta
relacionada com a capacidade de identificar as potenciais fontes, tanto pontuais quanto
ndo pontuais. Portanto, isolar os hidrocarbonetos poluentes e identificar a origem séo
passos cruciais para a aplicacdo das técnicas de biorremediacao adequadas.

2.2. IMPACTO AMBIENTAL E NA SAUDE

A poluicéo por hidrocarbonetos € um exemplo global que levanta preocupacdes com 0s
animais, o0 meio ambiente e a saude humana. Nos Ultimos anos, a possibilidade de
poluicdo por hidrocarbonetos tornou-se uma questdo de crescente preocupacao.
Estudos tém mostrado que os hidrocarbonetos podem ter impactos negativos e
significativos nos ecossistemas (Ayed et al., 2015). Assim, a poluicdo por
hidrocarbonetos degrada o desempenho dos ecossistemas e 0s seus componentes
bidticos e abioticos (Essabri, et al., 2015). Além disso, quando os hidrocarbonetos
penetram no solo, interferem com o fornecimento de agua, nutrientes, oxigénio, luz e
outros agentes essenciais aos processos bioldgicos. Esta interferéncia pode afetar a
fertilidade do solo (crescimento das plantas e germinacdo das sementes) e,
consequentemente, a produtividade agricola (Varjani e Upasani, 2021).

Além desses efeitos imediatos, o0os contaminantes persistentes desencadeiam
consequéncias latentes, como mutac¢des genéticas, imunotoxicidade, teratogenicidade,
carcinogénese, elevado potencial de bioacumulacéo e degradacdo do funcionamento
do ecossistema, impactando a vida animal e vegetal (Prathyusha et al., 2016). A forma
xenobidtica dos hidrocarbonetos também pode sorver para solos e sedimentos ricos em
matéria organica, acumular-se em organismos (peixes, plantas e outros organismos
aquaticos) e pode ser transferida para a cadeia alimentar e perturbar gravemente os
organismos expostos (Singh e Haritash, 2019). A bioacumulac¢édo e biomagnificagéo de
hidrocarbonetos causam defeitos nos estagios reprodutivo, imunoldgico, neurolégico e
de desenvolvimento (teratogénico) e também cancer de pele, pulméo, bexiga, figado e
gastrointestinal (Pattabhiramaiah et al., 2018). Além disso, a poluicdo por 6leo e sua
toxicidade reduzem a riqueza, simbiose e diversidade de espécies, resultando na
presenca de comunidades em ambientes de solo contaminado (Clarkson e Abubakar,
2015). Portanto, os hidrocarbonetos séo conhecidos por causar grandes danos ao meio
ambiente e aos organismos vivos. Devido a este e outros problemas complexos de
poluicdo, os microrganismos foram isolados e selecionados como agentes de
remediacdo ambiental para melhorar a remocédo de poluentes e, assim, criar um
ambiente saudavel.

2.3. HIDROCARBONETOS

Como mencionado acima, os principais componentes poluentes do petréleo bruto sdo
0S compostos organicos mais simples, constituidos por apenas dois elementos, carbono
e hidrogénio, chamados de hidrocarbonetos. O processamento primario do petréleo
envolve a separagdo por destilacdo em uma série de diferentes fragcbes que sao
caracterizadas por diferentes faixas de temperatura e pressdo. Além da destilacdo,
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varios processos de refinacdo sdo usados para melhorar a producdo de determinados
produtos. Com base no numero de atomos de carbono na molécula, os destilados de
petréleo podem ser divididos em trés categorias: gasolina (12 atomos de carbono),
destilado médio (9-20 &tomos de carbono) e 6leo combustivel pesado (mais de 1 atomos
de carbono) (Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA, 2008). O estudo presente neste
relatério foi feito através de dois principais poluentes: gasolina e hexano.

Ao longo dos anos foram realizados muitos estudos de biorremediacéo, utilizando uma
grande variedade de hidrocarbonetos. A Tabela 1, indica as referéncias de 29 estudos
encontrados pela na plataforma Web of Science, com o operador “e” as palavras chave
biorremediacdo, biossurfactante, hidrocarbonetos, solo”. O primeiro ponto de corte
utilizado foram estudos atuais selecionando referéncias apenas dos ultimos 15 anos. Os
artigos foram analisados de acordo com o conteudo e detalhes de informagdes e estes
selecionados foram os que possuiam informacdes completas sobre as condi¢cdes de
estudo e microrganismos. Ao analisar as investigacdes anteriores, foi possivel
aprofundar o conhecimento dos mecanismos subjacentes a biorremediacdo de
hidrocarbonetos, o que indicou a prevaléncia de biorremediacdo bacteriana, numa
grande variedade de condi¢cbes ambientais.

Permitiu ainda identificar a necessidade de se efetuarem mais estudos in situ, em
condigbes de estudos de caso, para avaliar os impactos ambientais e os aspetos de
seguranca associados a biorremediacdo em condicdes reais.

Tabela 1 - Estudo Hidrocarbonetos. Realizado por Karina Mendonga, 2023.

Poluente Condic6es do estudo Referéncia

Santos et al. 2021

Rufino et al., 2012

Saenz-Marta et al 2015.

Gidudu et al., 2020

Silva et al., 2021

Ex situ Ambust et al., 2021

Angeles e Refugio, 2013

Martins et al., 2021

Alvarado et al., 2022

Zhao et al., 2022

Zhang e Zhang, 2022

Hidrocarbonetos Petroleo Wang et al., 2007

Auti et al., 2019

Wang et al., 2022

Ramdass e Rampersad, 2021

Chen et al., 2021

Dell’ Anno et al., 2021

In situ - biostimulag&o Auti et al.. 2019

Truskewycz et al., 2019

Li et al., 2022

Wolinska et al., 2018

Yuting et al., 2009

GrigiSkis et al., 2015
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Poluente Condig6es do estudo Referéncia
Ex situ Junyuan e Xiaoying, 2021
Benzeno - . .
In situ - biostimulagéo Dias, 2007
Naftaleno Ex situ Cheffi et al., 2020
N-hexadecano Ex situ Ghafari et al., 2019
In situ - biostimulag&o Ibrahim et al., 2013
Octano -
Ex situ Moldes et al., 2013

2.3.1. Gasolina

A gasolina é uma mistura complexa de hidrocarbonetos, obtida principalmente a partir
do petréleo bruto por meio de processos de refinagdo. A sua composi¢gdo exata pode
variar, mas geralmente consiste em hidrocarbonetos saturados, como alcanos
(parafinas), hidrocarbonetos insaturados, como alcenos (olefinas), e hidrocarbonetos
aromaticos. Apresenta uma baixa concentragdo de compostos oxigenados,
principalmente de anéis aromaticos e baixas concentragfes de compostos de enxofre,
nitrogénio e minerais (Streva et al., 2011; Pereira et al., 2005).

Na Unido Europeia (UE), a gasolina € uma substancia Unica no inventario da Agéncia
dos Produtos Quimicos Europeia (ECHA) e é identificada pelo nimero de registo do
Chemical Abstract Service (CAS) "86290-81-5", pelo nome CAS "Gasolina" e pela
definicho CAS "Uma combinagcdo complexa de hidrocarbonetos constituida
principalmente por parafinas, cicloparafinas, e hidrocarbonetos aroméaticos e olefinicos
com numeros de carbono predominantemente superiores a C3 e com ponto de ebulicdo
na faixa de 30 a 260 °C (86 a 500°F)".

O nuamero CAS € uma designacgao Unica atribuida a substancias quimicas, compostos
ou ligas, visando proporcionar uma referéncia exclusiva para essas substancias em
bases de dados e literatura cientifica. Isso implica que, apesar da gasolina ter uma
composicdo variavel, h4 uma consisténcia na producdo e comercializacéo, facilitada
pela identificagdo inequivoca proporcionada pelo numero CAS (Swick et al., 2014).

2.3.2. Hexano

O hexano é um composto com a férmula quimica CsHi4 que vem do petréleo bruto e do
gas natural como subproduto do petréleo bruto. O hexano € um liquido claro e incolor
com um odor semelhante ao do petréleo e que faz parte da composi¢do da gasolina.
Menos denso e insolivel em agua. Este composto apresenta varios compostos, sendo
0 n-hexano o que apresenta a cadeia linear, os isomeros correspondem a arranjos
distintos dos atomos de carbono e hidrogénio na molécula linear de hexano, originando
propriedades fisicas e quimicas especificas para cada um deles. Os isémeros do n-
hexano séo altamente nédo reativos, e sao frequentemente usados como solvente inerte
em reacdes organicas. Sao também componentes comuns da gasolina.

Apesar da presenc¢a do n-hexano e dos seus isomeros representar diferentes graus de
risco (Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA, 2008), de acordo com a classificacao e
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rotulagem harmonizada (CLP0O0) aprovada pela Unido Europeia, o hexano pode ser fatal
se ingerido, é toxica para a vida aquatica com efeitos de longa duracao.

2.4. TECNICAS DE BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo é um processo que utiliza a capacidade de reducéo, degradacao e/ou
eliminacdo de poluentes presentes nos ecossistemas marinhos e terrestres,
minimizando assim 0s riscos para a salde humana, e restaurando o retorno do
ecossistema ao seu estado natural (Gkorezis et al., 2016). Os principios béasicos da
biorremediacdo envolvem a reducao da solubilidade desses contaminantes ambientais
através da alteracdo do pH, das reacdes redox e da adsor¢cdo de contaminantes do
ambiente poluido. (Ojuederie et al, 2017). O sucesso desta tecnologia depende da
natureza quimica poluentes, que podem ser hidrocarbonetos, compostos orgéanicos
persistentes tais como como policlorados bifenilos (PCBs) e dioxinas, metais pesados,
pesticidas, gases de efeito estufa e residuos nucleares (Azubuike et al, 2016).
Dependendo de onde é aplicada, podem ser classificadas como ex situ (envolverem a
remocado fisica da matriz contaminada para o processo de tratamento) ou in situ
(envolvem o tratamento do material contaminado no local com a menor perturbacéo
possivel). A escolha correta da metodologia, provém de algumas variaveis, como o tipo
de poluente, grau de poluicdo e geologia da area contaminada (hidrologia, e composicao
e textura do solo) (Azubuike et al, 2016).

Na Tabela 2 encontram-se sistematizados alguns estudos de acordo com as técnicas
utilizadas.

Tabela 2 - Técnicas utilizadas no estudo de biorremedia¢&o. Estudo realizado por Karina Mendonga, 2023

Condicbes do estudo Variac8o da taxa de bioremediacéo Referéncia
65,10% Ibrahim et al., 2013
89,70% Chen et al., 2021
16,00 % Grigiskis et al., 2015
5,1% - 52% Wang et al., 2022
In situ - biostimulag&o 75,712% Dias, 2007
24% - 63% Ramdass e Rampersad, 2021
12% a 20% Yuting et al., 2009
Dell’ Anno et al., 2021
_ Auti et al., 2019
Auti et al., 2019
. N Truskewycz et al., 2019
In situ - atenuagéo natural / Lietal 2022
bioestimulacao - - -
Wolinska et al., 2018
66,20% Moldes et al., 2013
22,10% Ghafari et al., 2019
57,00% Santos et al. 2021
96% Rufino et al., 2012
Ex situ 4,39% Gidudu et al., 2020
55% Silva et al., 2021
43% Ambust et al., 2021
40,50% Angeles e Refugio, 2013
55,00% Alvarado et al., 2022




Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Condig6es do estudo Variacdo da taxa de bioremediacéo Referéncia
98,80% Cheffi et al., 2020
3,75% Junyuan e Xiaoying, 2021
7% a 35% Zhao et al., 2022
Ex Situ Wang et al., 2007

Martins et al., 2021

- Zhang e Zhang, 2022

Séaenz-Marta et al 2015.

Em cada uma das abordagens, seja ex situ ou in situ, sdo implementadas estratégias
distintas para a biorremediacdo. Na abordagem ex situ, destacam-se técnicas como as
biopilhas, o landfarming e os biorreatores. As biopilhas envolvem a criagdo de pilhas
controladas de material contaminado, que sdo regularmente remexidas para criar
passagens de ar essencial para a ventilacdo e respiracdo microbiana. O landfarming
consiste na remog¢do do solo contaminado para uma area preparada, onde é tratado e
devolvido ao local original. Também designado por métodos de biorremediacao agricola
sdo simples de projetar e de implementar, podem ser usados para tratar grandes
guantidades de terra contaminada com minimo impacto ambiental e reduzidos requisitos
de energia (Castro et al.,, 2012; Maila et al., 2004). Os biorreatores sdo sistemas
fechados que permitem o controle preciso de condigdes ambientais para otimizar as
reacbes de biorremediacdo. A flexibilidade no design do biorreator permite a
biodegradacao méaxima, minimizando as perdas abidticas (Mohan et al., 2004).

As técnicas aplicadas ex situ, sdo naturalmente mais dispendiosas do que as in situ
(Folch et al., 2013), mas permitem a implementacdo de outros sistemas de controlo, tais
COmo 0 aquecimento que ao ser integrado no projeto da biopilha permite aumentar as
atividades microbianas e a disponibilidade de contaminantes, aumentando assim a taxa
de biodegradacdao (Aislabie et al., 2006; Gomez et al., 2014; Sanscartier al., 2019). Outro
caso particular é a compostagem, uma técnica de biorremediacdo que consiste em
rotacionar periodicamente o solo poluido e facilitar a biorremediacdo, pois aumenta a
degradacdo microbiana de hidrocarbonoclasticos nativos e transitérios presentes no
solo poluido. A rotacdo do solo poluido ajuda na aeragcdo com adicdo de agua,
distribuicdo de nutrientes, poluentes e atividades microbianas, elevando a taxa de
biorremediacdo. Em comparacdo com o tratamento em biopilha, apresenta uma maior
taxa de remocéo de hidrocarbonetos (Coulon et al., 2016). Porém, a rotacdo periodica
ndo é o melhor método para implementar na biorremediacdo de solo poluido com
compostos volateis toxicos. Esta forma de tratamento tem sido associada a libertacéo
de gases de efeito estufa (CH.) devido a formacédo de zona anaerébia dentro do solo
poluido empilhado, que frequentemente reduz a aeracdo (Hobson et al., 2005).

Por outro lado, na abordagem in situ, destacam-se técnicas como a atenuacgéo natural,
fitorremediagéo, bioventilagdo e bioasparging (Figura 1). A atenuagdo natural, também
designada por bioatenuacao, biorremediagéo intriseca ou restauracdo natural (Santos
et al., 2008), envolve a exploracdo das proprias capacidades do ambiente para reduzir
a concentracdo de contaminantes ao longo do tempo, sem intervencdo direta. A
bioventilag&@o introduz oxigénio no solo para estimular a atividade microbiana, enquanto
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o bioasparging injeta ar diretamente na agua subterranea para aumentar a transferéncia
de contaminantes do liquido para o vapor, facilitando a sua remocé&o. Outra diferenca
entre a bioventilacdo e o bioasparging prende-se com o local onde é injetado o gas. Na
bioventilacdo € utilizada na parte superior do solo, também chamada de zona insaturada
ou zona de aeracgdo. Esta camada € parcialmente preenchida por 4gua e ar (Coelho et
al., 2011; Zytner et al., 2019). No bioasparging, o ar é introduzido na zona saturada do
solo, abaixo do lencol freatico com o objetivo de remediar o aquifero poluido, neste
processo ocorre a movimentacao dos poluentes volateis para a zona insaturada (Santos
et al.,, 2008; Mahdi et al.,, 2017). A fitorremediacdo utiliza plantas para absorver,
acumular ou degradar contaminantes e pode surgir associada a outras técnicas, tais
como o bioasparging. Baseia-se nas interacbes fisicas, quimicas, biologicas,
microbianas e bioquimicas das plantas e envolve varios mecanismos, como extracao,
degradacéo, filtragdo, acumulacdo, estabilizacdo e volatilizacdo, dependendo da
quantidade e natureza dos contaminantes (Meagher et al., 2000).

Na fitorremediacéo, fatores essenciais incluem o tipo de sistema radicular (fibroso ou
tortuoso), biomassa acima do solo, tolerancia ao contaminante, resposta as condi¢des
ambientais, adaptabilidade, taxa de crescimento, monitoramento continuo e tempo
necessario para limpeza desejada. E crucial que as plantas sejam resistentes a doencas
e pragas (Lee, 2013).

Atenuacao Natural
Fitorremediagao

Biopilhas

Bioventilacdo

Londforming Biorremediacao

Biorreatores

Biosparging

Figura 1 - Estratégias de remediacdo mais utilizadas, tanto in situ como ex situ. Fonte: Rizzo et al., 2006.

Comparacao entre biorremediagéo ex-situ e in-situ

A biorremediacdo ex-situ apresenta diversas vantagens que a tornam uma escolha
vidvel em certos contextos. Destaca-se a sua capacidade de tratar uma ampla variedade
de contaminantes, e facilidade demonitorizar o processo. Além disso, a utilizacdo de
biorreatores, devido a sua capacidade de gestdo e controlo, resulta em taxas mais
elevadas de biodegradagdo em comparagéo com sistemas de fase sélida.
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No entanto, existem desvantagens a serem consideradas na abordagem ex-situ. N&o é
aplicavel em casos de contaminagéo por metais pesados ou hidrocarbonetos clorados,
como o tricloroetileno. Solos impermeaveis podem exigir tratamentos adicionais para
garantir a eficacia do processo. Adicionalmente, em determinadas situacdes, pode ser
necessario realizar a lavagem do solo ou extracao fisica para remover contaminantes
antes da introducéo no biorreator.

A biorremediacdo in situ apresenta diversas vantagens. Primeiramente, destaca-se pela
menor perturbacdo ambiental, uma vez que reduz a necessidade de remover ou
perturbar o solo contaminado, minimizando o impacto no ecossistema. Além disso, é
geralmente mais econdmica do que abordagens ex situ, eliminando custos associados
ao transporte e manuseio de grandes volumes de solo contaminado. A adaptacdo
natural dos microrganismos e plantas ao ambiente contaminado é outro beneficio,
otimizando a eficacia da degradacdo. Por fim, a biorremediacdo in situ promove a
manutencdo da estrutura e funcdo do ecossistema local, favorecendo a recuperagéo
natural.

Contudo, também apresenta desafios. A eficacia da biorremediag&o in situ pode variar
conforme as condi¢cbes do local, o tipo de contaminantes e a capacidade dos
microrganismos em degrada-los. Além disso, o processo de remediagéo in situ pode
demandar um tempo prolongado em comparagéo com algumas abordagens ex situ.

2.5. MICRORGANISMOS UTILIZADOS NA BIORREMEDIAGAO

Os microrganismos desempenham um papel vital na cadeia tréfica, sendo uma parte
crucial do equilibrio biol6gico da vida. Esses organismos microscopicos, distribuidos por
uma variedade de ambientes, desempenham func¢des essenciais na decomposicdo da
matéria organica, na ciclagem de nutrientes e na regulacao populacional de outros seres
vivos na cadeia alimentar.

No contexto da biorremediagéo, a capacidade adaptativa dos microrganismos torna-se
ainda mais notavel. A biorremediagdo envolve a utilizagdo desses organismos para
remover contaminantes do ambiente, seja no solo, na a4gua ou em outras fontes. A
presenca ubiqua e a adaptabilidade desses microrganismos permitem que eles atuem
eficientemente em uma ampla gama de condi¢cdes ambientais, facilitando a degradacao
de substancias téxicas e a restauracdo do equilibrio natural. A sua adaptabilidade é
particularmente evidente, quando sobrevivem em locais onde se encontram compostos
perigosos ou ocorrem fluxos de residuos, como evidenciado por Prescott et al. em 2002.

As bactérias, microrganismos simples com uma elevada taxa de mutag¢éo, séo, por
exceléncia, os protagonistas na esfera da biorremediacéo.

A adaptabilidade e a capacidade de evoluir rapidamente conferem as bactérias uma
vantagem significativa nesse processo. Elas formam consércios microbianos, isto é,
associacdes cooperativas entre diferentes espécies microbianas, desempenhando um
papel crucial na degradacédo de substancias contaminantes. Esse consoércio microbiano
€ uma estratégia eficaz, onde cada espécie contribui com habilidades especificas,
resultando em um processo de biorremediagcdo mais completo e eficiente. Diversos
géneros bacterianos, como Achromobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Bacillus,
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Corynebacterium, Pseudomonas, Flavobacterium, Mycrobacterium, entre outros
participam ativamente do processo de biorremediacdo (Singh et al., 2014).

A classificacdo das bactérias quanto a utilizacdo de oxigénio desempenha um papel
crucial no panorama da biorremediacéo, pois influencia diretamente as estratégias e a
eficacia dos processos de degradacao de poluentes. Entre os géneros de bactérias com
potencial para atuar nesse processo, destacam-se dois grandes grupos distintos: as
aeroObias e as anaerdbias.

No contexto dos microrganismos aerébios, como Pseudomonas, Acinetobacter,
Sphingomonas, Nocardia, Flavobacterium, Rhodococcus e Mycobacteria, observamos
a adaptacdo notavel dessas bactérias em ambientes ricos em oxigénio. Esses
microrganismos prosperam em condi¢des aerbbicas, onde a presenca de oxigénio é
essencial para os processos metabodlicos envolvidos na degradagdo de compostos
complexos. Essas bactérias aerObias desempenham um papel crucial na
biorremediacdo de contaminantes como pesticidas, hidrocarbonetos, alcanos e
compostos aromaticos policiclicos, utilizando os poluentes como fonte de carbono e
energia (Souza, 2021).

Por outro lado, as bactérias anaerébias, embora menos frequentemente utilizadas na
biorremediacdo, estdo ganhando crescente interesse. Esses microrganismos
adaptaram-se a ambientes com baixa ou henhuma concentracao de oxigénio. Bactérias
anaerobias tém sido exploradas na biorremediacao de substancias como aromaticos
clorados, PCBs (policlorobifenilos), e tém a capacidade de realizar processos de
descloracdo de solventes como tricloroetileno e cloroférmio. A habilidade dessas
bactérias anaerGbias em converter poluentes em formas menos téxicas, mesmo em
ambientes com limitada presenca de oxigénio, destaca sua relevancia na gestado
ambiental (Pereira e Freitas, 2012).

Na Tabela 3 encontram-se exemplos de microorganismos usados em estudos de
biorremediacao.

Tabela 3 — Microrganismos usados em estudos de biorremediagéo. Estudo realizado por Karina Mendonga,

2023
Microrganismo Metodo de detecéo Varl_agao da_tax~a £ Referéncia
bioremediacéo
Arthrobacter NA&o informa N&o informa % Wolinska et al., 2018
Acidobacteria
- Cromatografia Gasosa / - o .
Agrobacterium Espectrofotometria N&o informa % Auti et al., 2019
Actinobacteria - Gordonia
_ N&o informa % Auti et al., 2019
Acinetobacter
] 5.1% - 52% Wang et al., 2022
: Cromatografia
Alcanivorax 5.1% - 52% Wang et al., 2022
Ascomycota 24% - 63% Ramdass e Rampersad, 2021
Achromobacter N&o informa N&o informa % Wang et al., 2007
Bacteroides Nao informa 7% a 35% Zhao et al., 2022
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Microrganismo

Metodo de detecao

Variacdo da taxa de
bioremediacao

Referéncia

Bacterial Consortia

Brevibacterium

Nao informa %

Zhang e Zhang, 2022

Auti et al., 2019

- Cromatografia
Bacillus 5.1% - 52% Wang et al., 2022
Basidiomycota 24% - 63% Ramdass e Rampersad, 2021
Chloroflexi
Chlorobi Cromatografia o _
- Gasosa / N&o informa % Auti et al., 2019
Chryseobacterium | ggpectrofotometria
Cyanobacteria
N&o informa 7% a 35% Zhao et al., 2022
Firmicutes i
Crog:stgggaﬁa Nao informa %
- Auti et al., 2019
. Cromatografia o
Gemmatimonadetes Gasosa Nao informa %
N&o informa N&o informa % Wolinska et al., 2018
Mycobacterium Cromatografia 5.1% - 52% Wang et al., 2022
Gasosa /

Nesterenkonia

Espectrofotometria

Nao informa %

Auti et al., 2019

Paenibacillus

Nao informa %

Wolinska et al., 2018

Nao informa
7% a 35% Zhao et al., 2022
Proteobacteria
Cromatografia O o :
Planctomycetes Gasosa N&o informa % Auti et al., 2019
Pseudomonas
5.1% - 52% Wang et al., 2022
Porticoccaceae N&o informa % Wang et al., 2007
Rhodococcus N&o informa % Wolinska et al., 2018
Rhodobacteraceae N30 informa 5.1% - 52% Wang et al., 2022
Rhizobium sp. N&o informa % Wang et al., 2007
Staphylococcus 7% a 35% Zhao et al., 2022
Sphingomonas ~ o
cloacae N&o informa % Wang et al., 2007
Thermi - Desemzia
Tissierella_Soehngenia Cromatografia
TM7 - Paracoccus Gasosa / N&o informa % Auti et al., 2019

Verrucomicrobia

Wolbachia

WS6 — Sphingomonas

Espectrofotometria
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2.5.1. Fatores que afetam a biorremediacdo microbiana

A eficacia da biorremediacdo microbiana € influenciada por uma variedade de fatores
que interferem na interacao entre microrganismos e os poluentes. O tipo especifico de
poluente presente € um ponto inicial essencial, pois diferentes microrganismos podem
ser mais especializados na degradacdo de determinadas substancias quimicas. A
degradacdo dos poluentes ocorre apenas quando 0S microrganismos entram em
contacto com compostos que 0s ajudam a gerar energia e nutrientes para a proliferacao
celular (Fantroussi e Agathos, 2005).

As condi¢des ambientais também desempenham um papel significativo. Fatores como
temperatura, pH e a biodisponibilidade de nutrientes afetam diretamente a atividade dos
microrganismos, e otimiza-los pode aumentar substancialmente a eficiéncia da
biorremediacéo.

A disponibilidade de oxigénio € um fator determinante na biorremediagdo, pois o0s
processos podem ser aerobicos ou anaerébicos. A presenca ou auséncia de oxigénio
tem implicacdes diretas nas vias metabdlicas dos microrganismos e, portanto, na
eficacia global do processo.

O tempo é outro componente critico, ja que 0s processos microbiolégicos muitas vezes
exigem periodos substanciais para a degradacdo completa dos poluentes. O tempo
necessario varia de acordo com a complexidade dos poluentes e as condigcbes
ambientais. Além disso, a concentracdo inicial dos poluentes no ambiente desempenha
um papel crucial. Concentracdes muito altas podem sobrecarregar a capacidade dos
microrganismos, enquanto concentragdes muito baixas podem n&o fornecer estimulo
suficiente para a atividade microbiana (Souza e Morassuti, 2018).

2.5.2. Fatores biolégicos

A eficacia da degradacdo de poluentes no ambiente esta intrinsecamente ligada a
diversos fatores biolégicos, que desempenham um papel crucial nesse complexo
processo de biorremediacado. Dois elementos fundamentais que influenciam diretamente
a taxa de degradacdo sdo a concentracdo do poluente e a quantidade de catalisador
presente na reacdo bioquimica. No entanto, a compreensdo abrangente dos fatores
biol6gicos que moldam essas interacdes vai além desses parametros iniciais. Aspetos
como a atividade enzimatica, que catalisa as rea¢fes bioquimicas, as interacdes entre
os diferentes microrganismos (competicdo, sucessao e predacdo), a ocorréncia de
mutacdes genéticas, a transferéncia horizontal de genes, o crescimento na producéo de
biomassa e caracteristicas especificas da popula¢do, como seu tamanho e composicao,
tém uma grande influéncia na dindmica da biorremediagdo (Madhavi et al., 2012;
Betancur et al., 2006; Hutchinson et al.,2003; Alexander et al.,1977).

Os microrganismos envolvidos na biorremediagdo utilizam diferentes vias metabolicas
para desdobrar os contaminantes. No contexto da biorremediacdo microbiana, as
principais vias metabolicas incluem a oxidacdo biolégica, a redugcdo bioldgica e a
bioconversao. Essas vias sdo conduzidas por enzimas especificas que catalisam as
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reacfes quimicas necesséarias para transformar os poluentes em produtos menos
téxicos ou in6cuos.

A oxidagéo bioldgica é frequentemente observada em microrganismos aerobios, que
utilizam oxigénio para decompor compostos organicos complexos. Essa via metabdlica
é eficaz na degradacdo de poluentes como hidrocarbonetos e compostos aromaticos
policiclicos, convertendo-os em subprodutos menos prejudiciais.

Em contrapartida, microrganismos anaerébios empregam a reducao biolégica, onde a
auséncia de oxigénio é fundamental. Nesse processo, 0s poluentes sado utilizados como
aceitadores de eletrdes em substituicdo ao oxigénio, resultando na transformacgéo dos
contaminantes em formas menos toxicas.

A bioconverséo é outra via metabdlica relevante, envolvendo a modificagdo quimica dos
poluentes por microrganismos. Essa abordagem é frequentemente utilizada na
degradagdo de poluentes persistentes, como pesticidas, através de reacdes
bioguimicas que alteram a estrutura molecular dos contaminantes.

A capacidade de um microrganismo para escolher e empregar uma via metabdlica
especifica esté intrinsecamente relacionada com a sua genética e adaptagdo evolutiva.
Variagfes genéticas dentro de uma populagéo microbiana podem resultar em diferentes
capacidades metabdlicas, influenciando diretamente a eficiéncia da biorremediacdo
(Nogueira e Filho, 2015).

2.5.3. Fatores abioticos ou ambientais

O éxito das interacdes entre microrganismos e poluentes esta intrinsecamente ligado as
condigBes ambientais que moldam esses processos. O crescimento e a atividade dos
microrganismos sao profundamente influenciados por uma série de fatores ambientais,
nos quais se destacam a temperatura, pH, humidade, estrutura do solo, solubilidade dos
poluentes em agua e a disponibilidade de nutrientes (Madhavi et al., 2012). A
temperatura desempenha um papel critico, ja que afeta diretamente a velocidade das
reacdes bioquimicas, influenciando a atividade enzimatica dos microrganismos. O pH,
por sua vez, regula a acidez ou alcalinidade do ambiente, impactando a estabilidade das
enzimas e, consequentemente, a eficacia da degradacao dos poluentes, sendo a gama
mais comum para ocorrer a biodegradacao do poluente entre 6,5-8,5 (Lorenzo V et al.,
2005). A humidade é um fator determinante para a sobrevivéncia dos microrganismos e
para a distribuicio homogénea dos poluentes no meio. A estrutura do solo influencia a
permeabilidade e a disponibilidade de oxigénio, essencial para 0s processos aerdbicos.
A solubilidade dos poluentes em agua afeta a sua mobilidade e, por conseguinte, a
acessibilidade pelos microrganismos. Além disso, a disponibilidade de nutrientes, como
carbono e azoto, desempenha um papel crucial na alimentacdo e no crescimento dos
microrganismos (Lorenzo et al., 2005; Madhavi et al., 2012).

2.6. ESTUDOS SOBRE BIORREMEDIAGAO BACTERIANA
A biorremediacao bacteriana € um campo em crescimento na pesquisa ambiental, com

estudos recentes destacando a eficacia e a versatilidade das bactérias na remediacdo
de diversos poluentes, que vao desde os hidrocarbonetos aos metais pesados.
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As fontes de carbono e energia desempenham um papel crucial nas necessidades
nutricionais das bactérias, influenciando diretamente o seu crescimento e atividade
metabdlica. Em muitos casos, 0os microrganismos utilizam compostos organicos como
fonte de carbono e energia para sustentar suas fung¢des vitais. Este processo €
especialmente relevante no contexto da biorremediacdo, onde a capacidade de
degradacao de poluentes é uma caracteristica essencial. A quantidade significativa de
enzimas envolvidas no processo de degradacdo destaca a complexidade do
metabolismo bacteriano. As enzimas desempenham um papel fundamental na quebra
de compostos complexos em formas mais simples que podem ser utilizadas pela
bactéria como nutrientes. No entanto, € importante notar que a maioria dos
microrganismos ndo possui haturalmente a capacidade de degradar poluentes
especificos encontrados em ambientes contaminados. Portanto, o isolamento e a
selecdo de microrganismos degradadores capazes de lidar com os poluentes presentes
em determinado local € uma etapa importante para a compreensao dos processos
envolvidos na biorremediacéo.

O isolamento e sele¢éo envolve a identificagéo de estirpes bacterianas que possuem as
caracteristicas desejadas de degradacao. Essas caracteristicas incluem a capacidade
de utilizar os poluentes como fonte de carbono e energia, bem como a presenca de
enzimas especificas que catalisam as reacdes de degradacao.

A eficacia da biorremediac@o bacteriana foi evidenciada em locais contaminados por
atividades industriais, onde a presenca de substancias quimicas perigosas foi
significativamente reduzida apés a aplicacdo controlada desses microrganismos
(Ambust et al., 2021; Silva et al., 2021). Ao longo dos anos foram isoladas bactérias com
capacidade para degradar estes compostos, nhomeadamente 0S Qéneros:
Pseudomonas, Aeromonas, Kimiella, Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium,
Shingomonas,  Mycobacterium,  Stenotrophicum, Paracoccus, Buchholderia,
Microbacterium, Gordonella, Bacillus (Jaques et al., 2005; Alvarado et al., 2022; Dell’
Anno et al, 2021). Esses microrganismos sdo chamados de microflora
hidrocarbonoclastica ou olecfilica (Varjani et al., 2017).

Por possuirem um sistema complexo de enzimas degradantes e, portanto,
demonstrarem diferenciacdo nas propriedades metabdlicas e fisiolégicas,
Pseudomonas, Blastococcus e Nocardioides obtiveram destaque na biodegradacéo de
solos contaminados por petréleo bruto e gasolina, sendo atualmente 0os microrganismos
mais encontrados em locais poluidos por esses materiais (Li et al., 2022). Sabe-se
também que Pseudomonas tem a capacidade de produzir glicolipidios e
biossurfactantes (Li et al., 2022).

Muitos estudos foram realizados utilizando conjunto de microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos. Esses estudos mostraram que é dificil conseguir a degradacao
completa dos poluentes por uma Unica cepa (Zhang et al.,, 2022). Como diferentes
estirpes tém diferentes vias metabdlicas, as bactérias com diferentes capacidades de
remocao sdo misturadas e o consorcio microbiano pode integrar as vantagens de cada
estirpe para alcancar a degradacao eficiente dos poluentes (Bhatt et al., 2021; Varjani
et al., 2021; Ali et al., 2020). Consorcios microbianos mistos exibiram bom desempenho
na tolerancia ao substrato e maior degradacao de poluentes (Viera et., 2021; Basak et
al., 2021). O co-cultivo do consércio microbiano € mais eficaz do que bactérias isoladas,
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degrada os poluentes mais rapidamente e pode aumentar significativamente a
biodegradacéo dos poluentes no solo (Varjani et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Crescimento e identificacdo de bactérias

No inicio do processo, as bactérias de interesse sé@o isoladas a partir de amostras
ambientais ou de culturas ja existentes. A selecdo cuidadosa das estirpes é essencial,
considerando caracteristicas especificas, como resisténcia a condigbes ambientais
adversas ou capacidade de produzir os compostos desejados.

O proximo passo envolve a preparacdo de meios de cultura adequados. Os
microrganismos precisam de energia, fontes de carbono, nitrogénio, sais minerais,
agua, fatores de crescimento (vitaminas e outros). Essas substancias sao fornecidas de
fontes orgéanicas e/ou inorganicas. Como principio basico, o meio de cultura deve ser o
mais proximo possivel das condi¢des reais, onde os microrganismos se desenvolvem
melhor. Portanto, ndo existe um meio universal, pois cada microrganismo tem suas
proprias necessidades nutricionais (Zhang et al., 2022).

A incubacdo ocorre em condi¢des favoraveis para promover a reproducdo rapida e
eficiente das bactérias, ou em condi¢des que visem mimetizar as condi¢cdes ambientais
gue se pretendem estudar. Durante o0 processo de crescimento, € necessario
acompanhar a densidade populacional bacteriana ao longo do tempo. Isso é
frequentemente realizado através de técnicas como a medigdo da absorvancia 6tica
(espetrofotometria) ou contagem direta de células, e permite o tracado das curvas de
crescimento. Uma curva de crescimento microbiano normal apresenta quatro estagios

distintos (Figura 2) (Nascimento, 2010; Trabulsi et al., 2008).

Estaciondria

Declinio
Log

Log do nimero de bactérias

Tempo de incubagao (min.)

Figura 2 - Curva normal de crescimento bacteriano (Nascimento, 2010).

e Fase lag: periodo de adaptacao ou laténcia, no qual a célula ativa fortemente o
seu metabolismo, porém ndo vai se reproduzir. Esta fase varia muito
dependendo da espécie, e do meio e condi¢des do crescimento;
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o Fase log: a fase logaritmica, ou fase de crescimento, que se caracteriza pela
divisdo constante das células, que duplicam em nimero a cada geracdo. Existe
forte atividade metabdlica, e grande consumo de nutrientes. Caso seja renovado
0 meio de cultura sistematicamente, esta populagédo de bactéria permanece na
fase log sem passar a fase seguinte;

e Fase estacionéria: fase em que o numero de novas células produzidas diminui,
sendo equivalente ao numero de células destruidas pelo préprio metabolismo e
escassez nutricional. A populacao atinge uma densidade populacional maxima,
gque se mantém estavel. Durante a fase estaciondria, as bactérias podem passar
por adaptacdes fisioldgicas para sobreviver as condi¢cdes adversas. Elas podem
produzir metabolitos secundarios, como antibiéticos, ou mudar seu perfil
metabdlico para otimizar a utilizagdo de recursos limitados. Algumas bactérias
também podem formar biofilmes nessa fase, estruturas multicelulares que
oferecem protecédo adicional contra fatores adversos, ou esporos, que permitem
gue as bactérias sobrevivam em ambientes hostis até que as condicbes
melhorem. Quando as condi¢des ambientais se tornam favoraveis, 0s esporos
podem germinar e dar origem a novas células bacterianas ativas.

e Fase de declinio: Nesta fase, a taxa de morte celular supera a taxa de
reproducdo. Varios fatores contribuem para o declinio populacional, como a
exaustdo de nutrientes, acumulacdo de produtos metabdlicos toxicos e
condi¢cdes ambientais adversas. Algumas bactérias sobrevivem a longo prazo,
mesmo hesses ambientes, outras sdo gravemente afetadas e nunca se
recuperam.

2.7. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE BACTERIAS

As bactérias apresentam uma variedade de formas celulares, sendo classificadas
geralmente como cocos (forma esférica), bacilos (forma cilindrica) ou
espirilos/espiroquetas (forma espiralada) (Figura 3). Além disso, o arranjo celular € um
aspeto relevante, indicando como as células bacterianas se organizam umas em relacéo
as outras. Por exemplo, podem formar diplococos (pares de cocos), estreptococos
(cadeias de cocos) ou estafilococos (aglomerados de cocos) (Trabulsi el al., 2008;
Nascimento, 2010).
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1)

5)

Figura 3 - Diversidade da morfologia bacteriana: 1. cocos, 2. bacilos, 3. virgula, 4. espirilo, 5. espiroqueta,
5. estrela, 7. quadrada, 8. Cocobacilo - Fonte: Nascimento, 2010.

Além dos aspetos gerais de forma e tamanho, a caracterizacdo morfoldgica inclui a
observacdo de caracteristicas especificas, como a presenca de capsulas, flagelos ou
fimbrias, que desempenham papéis importantes na interacdo das bactérias com o
ambiente e outros organismos.

Frequentemente, a caracterizacdo morfolégica € efetuada mediante a andlise de
colbnias, em vez das proprias bactérias de forma individual. As colénias bacterianas
constituem agregados visiveis de milhdes de células que se desenvolvem a partir de
uma Unica célula parental. A caracterizacdo de colonias proporciona dados
macroscoépicos essenciais.

A observacao da aparéncia das colénias em meios de cultura oferece informagdes sobre
caracteristicas como forma, cor, tamanho, margens e elevagéo da colonia. O tamanho
das col6nias também varia consideravelmente, sendo importante ter em conta ndo
apenas o tamanho absoluto, mas também o tamanho relativo em comparagdo com
outras coldnias bacterianas (Figura 4).

O 0

Grande Médio Pequeno
5mm 2a5mm 2mm

Figura 4 -Classificagdo do tamanho das col6nias bacterianas. Adaptado Badieyan, 2018.
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A textura e consisténcia das coldnias, avalia se sao lisas ou rugosas, bem como a sua
consisténcia.

A andlise de coldnias frequentemente serve como a primeira etapa na identificacdo
bacteriana, permitindo uma avaliacdo inicial das caracteristicas morfolégicas sem a
necessidade de técnicas mais avancadas.

A categorizacdo das caracteristicas de colonias bacterianas, tais como forma, elevacéo
e margem inclui alguns critérios estabelecidos, sendo essenciais para garantir a

padronizacdo e precisdo do processo (Figura 5) (Tankeshwar et al., 2022; Céamara,
2013).
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Figura 5 — Classificacdo de caracteristicas das coldnias bacterianas — Adaptado Camara, 2013.

Além dos critérios mencionados, ainda se avalia o brilho e a cor das colénias
bacterianas. A avaliacdo do brilho refere-se a capacidade de transmisséo de luz através
das colonias e podem ser classificadas como transparentes, translicidas ou opacas.
Esta caracteristica esta associada a densidade da colonia. Quanto a cor, estas podem
ser incolores ou pigmentadas, indicando a presenca de pigmentos bacterianos
especificos, associados a propriedades bioquimicas das bactérias em questao.

Estas caracteristicas adicionais, juntamente com o tamanho, a forma, elevacdo e
margem, contribuem para uma caracterizagdo morfoldgica, para a sua identificacéo, e
também para a compreensdo da diversidade e das adaptacdes das bactérias em
diferentes ambientes.
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2.8. METODOS COLORIMETRICOS

A caracterizacdo de bactérias através de métodos colorimétricos envolve a utilizacéo de
corantes e reacdes quimicas para destacar e distinguir caracteristicas especificas das
células bacterianas. Existem varios métodos, destacando-se o método de Gram como
um dos métodos mais fundamentais na caracterizacao bacteriana.

A coloragcdo de Gram, concebida por Hans Christian Gram em 1884, utilizada para
diferenciar e classificar bactérias com base nas caracteristicas de suas paredes
celulares. Este método implica a colocacdo de amostras bacterianas em violeta de
genciana, seguida da fixacdo com Lugol. Todas as bactérias absorvem e fixam o
corante, adquirindo uma tonalidade roxa. Posteriormente, procede-se a descoloracdo
através do uso de etanol-acetona. Este solvente descolora as membranas externas de
algumas bactérias (Gram-negativas), enquanto nao afeta outras (Gram-positivas). A
retencdo do corante estd associada as propriedades fisicas e quimicas das paredes
celulares bacterianas, como a espessura, densidade, porosidade e integridade, que
influenciam a sua suscetibilidade a substancias quimicas. As bactérias Gram-positivas
apresentam uma parede simples, enquanto as bactérias Gram-negativas exibem uma
estrutura mais complexa (Filho e Oliveira, 2023). As coloracdes observadas nas
diferentes etapas do método encontram-se na Figura 6 e imagens reais na Figura 7
(Rotker, 2023).
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Figura 6 - Representacéo da acdo dos reagentes utilizados na coloragdo de Gram (Rotker,2023).
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Gram - positivos

Bastonetes

Cocos

Figura 7 - Exemplos de laminas de cocos e bastonetes Gram-positivos e Gram-negativos (Rotker, 2023).

2.9. PSEUDONOMAS AERUGINOSA

Atualmente sao utilizados alguns testes para dete¢éo e quantificagdo de Pseudomonas
aeruginosa, a grande parte deles sdo técnicas classicas, por cultivo em meio seletivo e
realizacdo de testes bioquimicos, de acordo com as caracteristicas do organismo alvo.

As Pseudomonas aeruginosa crescem de forma rapida na grande parte dos meios
usados em ensaios e é capaz de crescer a 42°C, o que a distingue de outras espécies
de Pseudomonas. As suas colonias sdo grandes, translicidas e as vezes de formato
oval. Elas geralmente sdo verdes devido a producdo de pigmentos piocianina (azul) e
piocianina (amarelo), que séo intensificados em meio de brometo de cetrimoénio, e as
culturas tém por norma um odor frutado. O teste da oxidase € positivo, 0 que permite
distinguir esta espécie de enterobactérias (metabolismo fermentativo). Produz nitrases
que reduzem os nitratos a azoto molecular (desnitrificacéo) (Murray et al.,2014).

O método mais utilizado para a quantificagdo de Pseudomonas aeruginosa € a filtracédo
através de uma membrana de celulose e inoculacdo em meio sélido. Apds o
procedimento € necessario transferir as membranas para placas contendo meios
seletivos e diferenciais contendo brometo de cetriménio e acido nalidixico [brometo de

cetrimonio a base de agar (dgar CN)] e 10 mL de glicerol.
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Atavés de testes bioquimicos é possivel verificar a capacidade desses microrganismos
de hidrolisar a caseina em meios contendo o composto e/ou de fluorescer em meios
contendo brometo de cetrimoénio. Para isso, as placas sdo analisadas sob luz UV
(comprimento de onda 360 + 20 nm) para verificar a emissdo de fluorescéncia, levando
em consideracdo que a exposicdo prolongada a essa radiacdo destroi as coldnias
(PanReac AppliChem, 2020).

2.10. UTILIZACAO DE SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES E SEUS EFEITOS

O uso de surfactante é muito comum no setor industrial, como produtores de
cosmeéticos, produtos de limpeza, sabonetes, shampoos, entre outros. Estes sao
classificados como moléculas anfifilicas, ou seja, possuem em sua estrutura um lado
com grupo hidrofébico e outro lado com grupo hidrofilico. Tal caracteristica é
responsavel por sua utilizagdo nas industrias do ramo de limpeza, pois seus grupos
hidrofébicos interagem com a molécula de gordura, enquanto seus grupos hidrofilicos

interagem com a agua (Del'Labon et al., 2023).

As adsorcdes caracteristicas de tais moléculas sdo provenientes da necessidade de
reduzir a energia livre da sua fase de inser¢do, gerando a espuma como subproduto
desta adsor¢do. Ao interagir com ambos os grupos (hidrofébicos e hidrofilicos) ocorre a
formacdo de micelas, um grupo de moléculas polares com alta solubilidade em agua
(Del’'Labon et al., 2023).

Estudos indicam que ndo ha uma opcao universal de surfactante eficaz para todos os
usos, por este motivo é necessario verificar qual sera a sua aplicacao e assim definir o
gue mais se adequa. Uma forma de analisar qual o melhor surfactante a ser utilizado é
considerar a solubilidade relativa ao solvente em que sera inserido (Ghafari et al., 2019;
Del’Labon et al., 2023).

Nas analises de biodegrabilidade do presente trabalho, foi utilizado o surfactante
TWEEN 80. Este é considerado um éster de polietileno sorbitol (Polissorbato 80). E
altamente utilizado em aplicacdes bioquimicas, como solubilizagdo de proteinas,
emulsificacdo e dispersdo de substancias na industria de alimentos e medicina, no
isolamento de nlcleos de células em cultura, entre outros (Preté, 2000). A
funcionalidade do TWEEN 80 no estudo de biodegrabilidade sera emulsificar e
solubilizar os hidrocarbonetos, para verificar se ocorrera uma maior facilidade do
crescimento de microrganismos no meio a ser analisado.

Devido as tendéncias atuais, grande parte dos surfactantes de origem petroquimica
estdo sendo substituidos por biosurfactantes (compostos provenientes de
microrganismos que possuem caracteristicas surfactantes, com alta capacidade
emulsificante) (Santosa et al., 2021).

Os biossurfactantes, compostos tensoativos produzidos por microrganismos e tém
recebido atencao crescente nas Ultimas décadas devido as suas vantagens sobre 0s
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tensoativos quimicos, como biodegradabilidade, baixa toxicidade, producéo a partir de
fontes renovaveis, estabilidade e manter a funcionalidade mesmo em pH e temperatura
extremo. O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes € baseado em suas
propriedades funcionais, incluindo emulsificagdo, desemulsificacdo, separacao,
solubilizacdo e redugéo da tensdo superficial. Podem ser utilizados em varios setores
como construcgdo civil, alimenticia, na agricultura, farmacéutica, entre outros. Com um
grande potencial de aplicagcdo na industria do petréleo, principalmente no caso de
limpeza de tanques, recuperacdo avancada e biorremediacdo, como vazamento de

petréleo em ecossistemas aquaticos (Colla et al., 2003).

Os microrganismos utilizados para produzir biossurfactantes podem ser bactérias,
leveduras ou fungos. Podemos citar alguns tipos de biossurfactantes como os principais,
sao eles: os glicolipidios, fosfolipidios, lipopeptideos, acidos gordos e lipideos neutros
(Colla et al., 2003).

2.11. ESCOLHA DO LOCAL DE ANALISE DE BIORREMEDIACAO DO PRESENTE RELATORIO

O Barreiro é um municipio situado na regido da Margem Sul do estuério do Tejo, em
Portugal. A sua localizagéo estratégica torna-o parte integrante da area metropolitana
de Lisboa. A proximidade com a capital portuguesa é uma caracteristica distintiva, com
o Barreiro estendendo-se ao longo da margem oriental do estuéario, diretamente em
frente a Lisboa.
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Figura 8 - Localizagdo do Municipio do Barreiro. Fonte: Instituto Politécnico de Setubal.

No entanto, esta localizacdo também expde o Barreiro a desafios ambientais
significativos, particularmente no que diz respeito a poluigdo. O estuario do Tejo é uma
zona de elevada atividade industrial e navegacao, o que pode resultar em emissdes
poluentes no ar e na agua. A poluicao proveniente de atividades industriais, descargas
urbanas e navegacdo pode afetar a qualidade da agua e do solo, impactando
diretamente o ecossistema local.
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Os problemas de poluicdo no estuario do Tejo e na regiao do Barreiro tém despertado
a atencao das autoridades locais e da comunidade (Camara Municipal do Barreiro). Ha
um crescente interesse na descontaminacgao e reabilitacdo ambiental dessas areas para
mitigar os efeitos negativos da poluicdo. Iniciativas de monitorizacdo ambiental,
regulamentacdes mais rigorosas e esforcos para promover praticas industriais mais
sustentaveis estdo entre as medidas adotadas para abordar essas questoes.

O interesse na descontaminacdo ndo sé visa preservar a saude dos ecossistemas
locais, mas também atender as preocupac¢des com a salde publica e melhorar a
qualidade de vida da comunidade. Além disso, a reabilitacdo ambiental dessas zonas
fluviais contribui para a promocdo de espacos de lazer seguros e sustentaveis,
integrando-se aos esforgos globais de desenvolvimento sustentavel.

Este € um assunto de elevada relevancia, até porque a revitalizacdo das zonas fluviais
e ribeirinhas ndo apenas visa melhorar o bem-estar da populacdo local, mas também
se alinha com diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos
pela Agenda 2030 das Nagbes Unidas, nomeadamente: o ODS 11 - Cidades e
Comunidades Sustentaveis, promovendo o desenvolvimento urbano inclusivo, seguro,
resiliente e sustentavel, criando espacos publicos acessiveis e benéficos para a
comunidade. O ODS 15 - Vida Terrestre, pois a preservacao e reabilitacdo das zonas
ribeirinhas contribui para a conservacdo da biodiversidade e habitats naturais,
protegendo ecossistemas terrestres. O ODS 3 - Saude e Bem-Estar, ao oferecer
espacos de lazer ao ar livre e promover atividades fisicas, a recuperacdo destas areas
contribui para a promocéo da satde e bem-estar da populacéo local. O ODS 6 - Agua
Limpa e Saneamento, a reabilitacdo de margens de rios muitas vezes envolve a
melhoria da qualidade da agua e a preservacao dos recursos hidricos, contribuindo para
o alcance de metas relacionadas a gestao sustentavel da agua; e o ODS 13 - A¢ao pelo
Clima, porque a revitalizacdo das zonas fluviais pode incluir medidas de adaptagéo as
mudangas climéticas e promover praticas mais sustentaveis, contribuindo para a
mitigacdo dos impactos ambientais.

Nos anos 1900, a Companhia Uniéo Fabril chegou ao Barreiro e comegou a transformar
a vila no maior polo industrial do pais. Em 1930, o Barreiro havia se tornado um centro
frequentado por milhares de pessoas de todo o pais (Faria e Mendes, 2010).

Num cenéario de profundas transformacdes, o Barreiro tornou-se um dos centros mais
industrializados do pais, com a intensificacdo da producgéo fabril a representar uma
rotura radical com a paisagem tradicional.

As atividades industriais transformaram a paisagem e o ambiente por completo, num
processo destrutivo que, para os padrbes atuais, seria completamente inaceitavel.
Houve uma grande destruicdo da fauna e flora, e principalmente, a emissdo de uma
enorme quantidade de gases poluentes e a poluicdo da agua e solo.

Nas décadas que se seguiram, as preocupac¢des ambientais continuaram, até hoje como
um dos legados do processo de industrializacdo que marcou a vida e a paisagem do
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Barreiro durante quase um século, tornando-se uma imagem de marca negativa desta
famosa vila industrial e operaria (Faria e Mendes, 2010).

Por este motivo, acredita-se que a biorremediacdo possa ajudar a diminuir a quantidade
de poluentes ainda presente neste solo. Este trabalho visa analisar se a bioestimulacao
e utilizacdo de surfactante tem um resultado positivo na biorremediacdo dos
componentes quimicos/petroliferos que ainda se encontram no solo contaminado na
Margem Sul.
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3. METODOLOGIA

O esquema representado na figura 9 descreve as etapas fundamentais realizadas ao
longo do estagio, com o intuito de alcangar os objetivos propostos. O primeiro objetivo
€ verificar a existéncia de microrganismos hidrocarbonoclasticos nas areas onde as
amostras foram recolhidas e proceder a sua caracterizacdo morfolégica. Numa fase
subsequente, foi estudada a taxa de biodegradabilidade, e o impacto da adicdo de
surfactante na biorremediacdo através da técnica de bioestimulagéo.

Amostragem

i

Selecdo dos
microrganismos

l

Crescimento dos
microrganismaos

l Identificagdo para
Identificacdo dos Pseudomonas
microrganismos

l Coloragdo Gram

Biodegradabilidade

Figura 9 - Fluxograma do processo experimental.

3.1. AMOSTRAGEM — LOCAL DE RECOLHA

A decisdo sobre onde recolher as amostras foi baseada em diversos fatores, incluindo
a presenca histérica de atividades industriais, o potencial impacto ambiental e a suspeita
de contaminacdo por hidrocarbonetos. Além disso, considerou-se o potencial das zonas
ribeirinhas para serem otimizadas em beneficio da comunidade. Essa escolha
estratégica nao apenas atendia aos objetivos do estudo, mas também reconhecia o
potencial dessas areas ribeirinhas para contribuir de forma positiva para o ambiente
local e 0 bem-estar da comunidade.

26



Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediag&o realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Os locais escolhidos para a amostragem foram: Praia de Palhais, localizado em Palhais
e 0 segundo local foi a Praia Fluvial de Copacabana, localizada em Santo André, ambas
no concelho do Barreiro e distam entre si 6,6 km.

Figura 10 - Local de recolha através do Google Maps. a) Praia de Palhais — Localizacéo: 38.6247° N,
9.0534° W

Figura 11 — Local de recolha através do Google Maps. B) Praia Fluvial de Copacabana. Localizagao:
38°38'31.7"N 9°03'51.6"W

A Praia Fluvial de Copacabana, localizada no final da Rua de Maputo, em Santo André,
Barreiro, destaca-se como uma agradavel area para passeios. Integrando o circuito
ribeirinho junto com outras duas praias fluviais do Barreiro, essa localidade apresenta,
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no entanto, um desempenho menos favoravel como zona balnear. O Municipio do
Barreiro, inclusive, afixou uma placa de Interdicdo de Zona Balnear nessa regido.
Banhada pelas aguas do Rio Coina, esta praia estende-se desde o Pontdo da Seca do
Bacalhau — Bensaude até ao Parque Recreativo da cidade do Barreiro.

3.2. AMOSTRAGEM

As amostras foram obtidas em horario de maré baixa, uma escolha que ndo apenas
otimiza as condi¢fes para a recolha, mas também aprimora a seguranca do operador
durante o processo. A reducdo do nivel da 4gua nesse periodo facilita 0 acesso direto
aos locais, minimizando o risco de submersdo e proporcionando um ambiente de
trabalho mais seguro e controlado. Além disso, neste periodo existe menor quantidade
de 4gua e as amostras sdo mais concentradas e representativas da composigao real do
solo na area em estudo. Cada amostra foi recolhida com instrumentos esterilizados,
evitando assim a contaminagéo cruzada e preservando a integridade dos dados obtidos.
Os materiais necessarios para a recolha e primeiras andlises, encontra-se descrito na
Tabela 4.

Tabela 4 - Materiais utilizados na recolha da amostra e primeiras andlises.

Material Observaces
Frascos de vidro com tampa (esterilizados) — Esterilizados; para guardar a amostra
2 unidades
Colheres de sopa - 2 unidades Esterilizados; para usar como medidor
Copo de plastico de 2000 mL - 1 unidade Para misturar as amostras simples

formando a composta

Copo de plastico de 250 mL -

Fita medidora de pH Para medicdo do pH da amostra composta
Luvas )
Proveta de plastico 50 mL - 1 unidade Para medic&o da porc¢éo retirada do solo

Para medicéo da profundidade do solo
Régua necessaria a retirar a amostra

Para medi¢do da amostra composta e da
Termémetro digital temperatura ambiente

Agua destilada Para medicdo do pH e lavar algum material
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3.2.1. Preparacéao do local e recolha da amostra

Devido a grande quantidade de pedras, galhos e vegeta¢do, foi necessario limpar
primeiramente o local e retirar todos os fatores externos com o auxilio de uma espéatula.
Somente apds a limpeza do local iniciou-se a recolha do solo contaminado.

Para a recolha, foram demarcados 5 locais com espacamento de 30 cm em linha
horizontal, com o mesmo distanciamento de uma para a outra em relacdo a margem.

Com o auxilio da régua (para verificar a profundidade) e de uma proveta de 50 ml (para
auxiliar na recolha do solo), perfurou-se o solo em 20 cm e com a proveta, retirou-se 10
cm de amostra do solo. Em seguida, colocou-se a amostra no copo de vidro de 2000
mL. Este processo foi repetido para cada local de recolha e apés a recolha, as amostras
foram colocadas no mesmo copo de 2000 mL para em seguida, serem misturadas para
formar Gnica amostra de forma homogénea.

3.2.2. Medigéo do pH da amostra

Retirou-se trés colheres de sopa da amostra final para um copo de 250 mL adicionando-
se agua destilada até completar 125 mL. Misturou-se com o auxilio da mesma colher. A
fita do indicador universal de pH foi mergulhada no copo por 30 segundos. Cada
conjunto de cores na fita corresponde a um valor especifico de pH, possibilitando uma
estimativa qualitativa do pH da amostra.

3.2.3. Conservacado da amostra

As amostras recolhidas foram cuidadosamente armazenadas no frigorifico a 4°C em
recipientes estéreis, uma medida tomada com o intuito de prevenir qualquer
possibilidade de contaminagédo. O armazenamento em condic¢des refrigeradas contribui
para a manutengdo da estabilidade das amostras, sendo uma salvaguarda essencial
para andlises posteriores.

3.3. SELECAO DOS ORGANISMOS HIDROCARBONOCLASTICOS

Para a analise foram preparados meio LB (meio liquido), meio BH (meio liquido), meio
BH + Agar Nutritivo 20% (meio sélido) e solucéo de cloreto de sodio (0,9% NaCl (m/V)).

I.  Preparagdo do meio BH — meio liquido

Foi preparado um volume total de meio BH de 900 mL de acordo com o fabricante
(HIMEDIA):

v' Suspender 3,27 g de BH em 1000 mL de agua destilada. Aquecer até ferver
para dissolver o0 meio por completo, esterilizar no autoclave a 121°C por 15
ciclos, arrefecer até 45°C-50°C.
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v' Para o material utilizado no estudo, foi alterado o valor de 3,279 para 2,959,
em relagcdo a quantidade de 900 mL agua destilada.

II.  Preparagdo do meio LB — meio liquido

Foi preparado um volume total de meio LB de 450 mL de acordo com o fabricante
(Nzytech):

v" Suspender 25g g de LB em 1000 mL de agua destilada, aquecer até ferver
para dissolver o meio por completo (geralmente por 2 minutos), esterilizar no
autoclave a 121°C por 15 ciclos.

v" Para o material utilizado no estudo, foi alterado o valor de 25¢g para 11,25g,
em relacdo a quantidade de 450 mL agua destilada.

lll.  Preparagdo do meio BH — meio sélido

v" Com relacdo ao meio solido de BH foi preparado 1000 mL da solucéo, a
preparacgédo foi de acordo com as instru¢des do fabricante (descrito no item I).
Posteriormente foi adicionado 20g de Agar Nutritivo, que tem como objetivo
solidificar o meio. O material foi esterilizado no autoclave a 121°C por 15 ciclos.

IV.  Distribuicdo dos materiais e amostras

Dado inicio aos estudos da selecdo dos organismos hidrocarbonoclésticos, os materiais
produzidos no item anterior foram distribuidos e organizados da seguinte forma:

v' Para selecionar os microrganismos foram retiradas 1g de amostra de solo e
adicionadas em seis Erlenmeyers de 75 mL de meio BH.

v' Posteriormente foram adicionados 375 pl de poluente em cada Erlenmeyer. O
estudo foi feito em duplicada, sendo usados Gasolina e Hexano como poluente.
Incubando-os de seguida a 30°C, com agitacdo de 180 rpm, deixando por sete
dias.

3.4. CRESCIMENTO DOS ORGANISMOS HIDROCARBONOCLASTICOS

A partir desta etapa da andlise, todos os procedimentos laboratoriais foram realizados
na camara de fluxo laminar, havendo sempre a desinfecdo da mesma para ndo ocorrer
qualquer tipo de contaminag&o ou alteracéo dos resultados obtidos.

e Ligar os UV’s durante 30 minutos, e 15 minutos entre operacgoes;

e Verificacdo de se todo o material necessério a execugao do trabalho prético se
encontra dentro da camara;
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o Verificacdo de, se necessario, desencher ou trocar o saco do recipiente de
descarte de residuos e outros materiais laboratoriais;

e Por fim, limpar a superficie de trabalho e todos os equipamentos e materiais
dentro da camara com lixivia a 15% e/ou etanol a 70%.

Seguindo as regras do laboratério, a utilizacdo de luvas e bata pessoal foi
obrigatéria em todo o procedimento.

v' ApoOs o crescimento dos microrganismos, para cada amostra de meio BH +
poluente e amostra de solo, foram distribuidos 500 pl no meio LB (os
Erlenmeyers continham 75 mL de meio LB). Incubando-os de seguida a 30°C,
com agitacdo de 180 rpm, deixando overnight.

v" Ap6s um dia de incubacao, 75 pl do meio LB foram adicionados em Erlenmeyers
de meio BH puro (sem poluente e amostra de solo), incubando-os de seguida a
30°C, com agitacdo de 180 rpm, deixando por 2 dias.

v' Para a andlise no meio solido, foi adicionado 2,5 mL de Hexano em um
Erlenmeyer de 500 mL com meio BH + Agar Nutritivo. O mesmo procedimento
foi realizado utilizando a Gasolina. Apés este procedimento, foram preparadas
placas de Petri com meio BH + Agar Nutritivo levando aproximadamente 15 ml
de material.

Posteriormente aos procedimentos acima e a sele¢éo das colonias, estas foram
transferidas para novas placas de Petri e para meio LB estimulando assim o seu
crescimento.

Apos utilizacdo os Erlenmeyers e as placas de Petri foram guardadas no
frigorifico a 4 °C.

3.5. ANALISE MEIO LIQUIDO NO ESPETROFOTOMETRO

Para a analise do meio liquido no espetrofotémetro foram utilizados 400 pl da amostra
final de meio BH.

v' A primeira amostra foi retirada logo apés adicionar 75 pl do meio LB em
Erlenmeyers de meio BH puro. Foram retirados 400 pl de solugéo e adicionados
na placa de leitura do espetrofotébmetro (Shimadzu, UV 1800), fazendo-se
duplicados para a média dos pontos de leitura e formacao do grafico da curva
de crescimento.

v'  Leitura da densidade 6tica a 600 nm;
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v" O estudo e crescimento dos organismos fez-se por 3 dias consecutivos, tendo-
se feito a primeira medicéo logo antes de se colocar a incubar, a 30°C, com
agitacdo de 180 rpm.

v' Apo6s a incubagdo, foram feitas medigbes a cada duas horas de intervalo,
reutilizando os mesmos materiais, limpando com agua destilada e sempre
utilizando a camara de fluxo laminar.

Apo6s leitura da placa, os Erlenmeyers foram colocados novamente na
incubadora, para dar sequencia ao processo até o fim do periodo de incubacéo,
que obteve duracéo de 3 dias.

3.6. CRESCIMENTO DOS ORGANISMOS HIDROCARBONOCLASTICOS EM MEIO SOLIDO

v Foram preparadas quatro placas de Petri com meio BH + Agar Nutritivo para
cada amostra de solo, tendo sido divididas em duplicata por cada poluente
utilizado, neste caso, Hexano e Gasolina. A concentracdo utilizada para o
crescimento em meio sélido foi de 0,5% de poluente, correspondendo a 375 pl.

v' Apés este procedimento, dos Erlenmeyers que continham meio LB com
crescimento dos organismos, pipetou-se 100 ul para a placa do respetivo local e
novamente com o auxilio de um espalhador, espalhou-se uniformemente o
liquido por toda a placa.

v Depois de finalizar os procedimentos anteriores, as placas foram para a estufa
a 30°C por 24h e posteriormente foram no frigorifico a 4°C.

v' Foi necessario transferir para novas placas de Petri devido ao crescimento
avancado dos organismos. As novas placas foram guardadas no frigorifico a 4°C
por 24h.

O procedimento acima foi repetido por duas vezes até obter colonias separadas
e visiveis para poderem ser identificadas.

3.7. IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Para identificar os microrganismos foi necessario analisar as placas de Petri com o
procedimento descrito no item 3.6 e realizar dois novos procedimentos: coloragdo de
Gram (descrito no item 3.8) e identificacdo de Pseudomonas (descrito no item 3.9).

3.8 COLORAGAO GRAM — CARACTERIZAGAO DOS MICRORGANISMOS

Para caracterizar os microrganismos foi realizado o procedimento de coloragdo Gram.
O procedimento tem como objetivo verificar se as bactérias sdo Gram Negativas
(apresentam colocacao roxa) ou Gram Pasitivas (apresentam coloracdo rosa).
Inicialmente, foi essencial ligar o bico de Bunsen para desinfetar e esterilizar através da

chama a area onde o procedimento seria realizado. A ansa e a lamina também
passaram por um processo de esterilizacdo para prevenir possiveis contaminacgées.
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v' Foram separadas as placas que seriam analisadas e colocadas em cima da
bancada para realizar o estudo.

v As placas de Petri foram abertas proximo a chama para evitar contaminacéo e
coletadas com o auxilio da ansa as colonias que se pretendiam estudar. Apos
a coleta, foi realizado um esfregacgo uniforme e de forma fina na lamina.

v' Em seguida, cobriu-se o material com solucao violeta cristal por um minuto. Para
haver uma melhor visibilidade, foi necessério deixar o liquido escorrer para ndo
haver uma concentracao elevada do material na lamina.

v Posteriormente foi adicionado a solugéo Lugol, por um minuto. Para haver uma
melhor visibilidade, foi necessario deixar o liquido escorrer para ndo haver uma
concentracao elevada do material na lamina.

v' A sequir, foi utilizado alcool a 96%, durante um minuto e posteriormente a lamina
foi lavada com agua destilada.

v' A Ultima etapa foi adicionar na lamina safranina e aguardar por um minuto. Para
haver uma melhor visibilidade, foi necessario deixar o liquido escorrer para ndo
haver uma concentracéo elevada do material na [amina.

v" Apos os procedimentos citados acima, foi necessario esperar a lamina secar
complemente. Apés a secagem completa, o material foi levado ao microscépio
na objetiva 40x.

v' Ao finalizar o estudo, as placas foram guardadas no frigorifico a 4 °C.

Legenda
l . Cristal violela

B rodo

f [] Akcool
/ Safranina

/@ o @>—Gram-positivo
/ D \

Gram-negativo

® Je®
\Feogq
. ® A
Gt
© Aplicacdo de cristal ©) Aplicagio de iodo © Lavagem com alcool 0 Aplicacio de safranina
violeta (corante purpura) (mordente) (descoloracao) (contracorante)

Figura 12 - Coloragédo Gram procedimento — (Nascimento, 2010)
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3.9 . IDENTIFICACAO DE PSEUDOMONAS

A Ultima fase do procedimento de identificacdo dos microrganismos consistiu na anélise
das placas de Petri para determinar a presenca de Pseudomonas no meio seletivo
(Erlenmeyers com meio LB e respetiva amostra de cada local). Foram selecionadas
para analise as placas que apresentaram um desempenho superior, indicado pelo maior
crescimento de microrganismos.

O comprimento de onda utilizado para esta medi¢do foi 360 nm, correspondente a
avaliacdo da fluorescéncia de uma variedade de bactérias, especialmente das
Pseudomonas, quando selecionadas em coldnias especificas.

O procedimento envolve, essencialmente, a observagéo das placas de Petri escolhidas
para o estudo sob luz UV (comprimento de onda de 360 nm) e a verificagdo da presenga
de fluorescéncia. As placas em que se observou fluorescéncia podem ser consideradas
como indicativas do crescimento de Pseudomonas.

3.10. ESTUDO DE BIODEGRADABILIDADE

A técnica utilizada para estudar a biodegradabilidade foi do indicador redox, 2,6-
diclorofenol indofenol. O teste consiste em detetar visualmente a oxidacéo bioldgica da
fonte de carbono fornecida pelos microrganismos. Esta oxidacdo é indicada pela
mudancga na cor do meio. No processo metabdlico os hidrocarbonetos sdo oxidados e
os eletrdes libertados séo transferidos para aceitadores. Quando ao adicionar o
indicador redox DCPIP ao meio BH, ele atuara como aceitador de eletrbes que pode
confirmar a atividade de degradacéo de carbono de microrganismos fonte. Um teste é
considerado positivo quando a cor do indicador DCPIP muda de azul, e negativo quando
fica incolor

Este ensaio foi realizado com dois brancos, como indicado na Tabela 6, e cinco
replicados, indicado na Tabela 5 e Tabela 7. Dos Erlenmeyers retirou-se 2,0 mL da
suspensao celular e centrifugou-se por 10 minutos a 10.000 rpm, por trés vezes.

v' Finalizada a centrifugacao, foi descartado o sobrenadante e adicionado 2,0 mL
de meio BH.

v Foi adicionado mais dois tubos de ensaios para o teste em branco, para ambos
os estudos, inclusive para o estudo com sufarctante os testes foram repetidos
em cinco eppendorfs de 2 mL cada. Para o estudo com sufarctante o
emulsificante utilizado foi o Tween 80 (C64H125026) com densidade de 1,08
g/ml.

v" Na tabela abaixo é possivel verificar a composicao e a ordem dos eppendorfs
mencionados nos paragrafos acima. E importante ressaltar que todas as
amostras foram analisadas com D.O de 0.500 (a D.O foi medida antes de iniciar
0 estudo de biodegradabilidade).
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Tabela 5 - Composicdo dos eppendorfs sem surfactante.

Estudo da biodegradabilidade sem surfactante — eppendorf de analise
Constituintes Volume (ul) Concentracéo (%) (V/V)
40 Poluente (G ou H) 8 0,5
3° DCPIP 15 1
2° Meio BH 1447 -
1° Suspensaéo celular 30 2

Para as andlises do teste em branco a composicéo e ordem foram as descritas na tabela

abaixo.

Tabela 6 - Composicao dos eppendorfs sem surfactante - (teste em branco)

Estudo da biodegradabilidade sem surfactante — eppendorf de analise (teste em branco)
Constituintes Volume (ul) Concentracéo (%) (V/V)
3° Poluente (G ou H) 8 0,5
2° DCPIP 15 1
1° Meio BH 1447 -

Para as andlises do estudo com surfactante a composicao e ordem foram as descritas
na tabela abaixo.

Tabela 7 - Estudo de biodegrabilidade com surfactante - eppendorf de andlise.

Estudo da biodegradabilidade com surfactante — eppendorf de analise

Constituintes Volume (pl) Concentracdo (%) (V/V)
5° Poluente (G ou H) 8 0,5
40 DCPIP 15 1
3° Meio BH 1447 -
2° Surfactante 2,7 0,002 g/ml
1° Suspenséo celular 30 2
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o —_—
42 poluente 32 Poluente —»

o —
32 DCPIP e DCPIP

22 Meio BH —_— 12 Meio BH —

12 Suspensdo —

Suspensao celular Tubo em Branco

Figura 13 - Ordem de adicdo das substancias aos eppendorfs no estudo da biodegradabilidade — analise
DCPIP.

5° Poluente —
4° DCPIP R 32 poluente —»
3° Meio BH —* 22 DCPIP —_—
2°  gyrfactante 12 MeioBH —»
1° Suspenséo celular —>

Tubo de andlise
surfactante Tubo em Branco

Figura 14 - Ordem de adicdo das substancias aos eppendorfs no estudo da biodegradabilidade — analise
com surfactante.

v' Como foram necessarias duas medi¢cbes (10 e 15 dias, foram preparados
sete eppendorfs para realizar a leitura ao final dos 10 dias e sete eppendorfs
para realizar a leitura ao final de 15 dias).

v' ApoOs dez dias foi realizada uma leitura de absorvancia dos sete primeiros
tubos. O comprimento de onda utilizado foi 604 nm. Apds a leitura o material
foi descartado.

v" A segunda medicao foi feita cinco dias apds a primeira medi¢éo, utilizando o
mesmo comprimento de onda. Foram medidos os outros sete eppendorfs
gue ficaram na incubadora por um periodo de 15 dias. Ap6s a medicao o
material foi descartado.

v Apo6s identificar a biodegradabilidade com DCPIP foi dado inicio ao processo
de identificagdo da biodegradabilidade utilizando o sufactante. O
procedimento € igual ao descrito acima, porém utilizando os materiais
descritos nas Tabelas 6 e 7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

Os locais escolhidos para a recolha das amostras foram: Praia de Palhais, localizado
em Palhais e Praia de Copacabana, localizada em Santo André. Antes de guardar as
amostras no frasco higienizado, foram medidas as temperaturas ambiente da amostra
e 0 pH. Na Tabela 8 é possivel verificar esses valores, bem como a caracterizacdo
geografica das amostras.

Tabela 8 - Dados dos locais de recolha das amostras.

Tambiente | Tamostra
Local Zona Coordenadas (°C) (°C) pH
Praia de Palhais, Palhais, . 38.6247° N,
Margem Sul Palhais 9.0534° W 294 21,8
Praia de Copacabana, . 38°38'31.7"N
Santo André, Margem Sul Santo André 9°03'51.6"W 28,1 26.8

Os ensaios de biorremediacdo foram realizados no laboratério (ex situ) com
bioestimulacéo, por adicdo de hidrocarbonetos como fonte de carbono, permitindo a
observacao da atividade microbiana nativa, sem a intervengéo de outros processos.

Quanto as amostras recolhidas em ambos os locais, em relagdo a sua coloracao,
apresentaram-se de forma relativamente semelhante, exibindo uma combinagéo de
areia e graos nas tonalidades castanhas e cinzas, com uma textura predominantemente
arenosa. Com relagdo as caracteristicas quimicas das amostras, é possivel verificar na
tabela 8 que em termos de pH, a amostra de Palhais indicou ter um pH 7, enquanto a
amostra da Praia Fluvial de Copacaba obteve um pH 6, classificando-se ambos os locais
com pH &cido. As temperaturas no dia da coleta foram similares, sendo 29,4°C e 28,7°C
em Palhais e na Praia Fluvial de Copacaba, respetivamente.

4.2. CRESCIMENTO DOS ORGANISMOS HIDROCARBONOCLASTICOS EM MEIO LIQUIDO

Os resultados obtidos nas analises estdo representados nas Figuras 15 e 16. As
andlises foram feitas utilizando como poluente hexano e gasolina.
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DO (600 nm)

Praia de Palhais

10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

® Hexano @ Gasolina

Figura 15 - Curva de crescimento utilizando poluentes Hexano e Gasolina — Praia de Palhais.

DO (600 nm)

Praia de Copacabana

10 20 30 40 50 60
Tempo (h

® Hexano Gasolina

Figura 16 - Curva de crescimento utilizando poluentes Hexano e Gasolina - Praia de Copacabana.

Realizando uma breve comparacéao entre os resultados , € possivel verificar que a curva
de crescimento microbiano para ambos os poluentes foi significativa, porém os
resultados obtidos na Praia de Copabana foram ligeiramente maiores dos resultados
obtidos na Praia de Palhais. O D.O maximo da primeira amostra em Hexano foi 0,357
com 28 horas, em paralelo, para a segunda amostra o D.O maximo foi 0,722 com 4
horas. Utilizando a Gasolina, o D.O maximo da primeira amostra foi 0,413 com 26 horas,
para a segunda amostra, 0 D.O méximo foi 0,894 com 6 horas.
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Como seguimento da analise de crescimento, foi calculada a taxa de crescimento
especifica (u). Durante esta fase, 0os microrganismos desenvolvem todas as suas
capacidades num ambiente onde o fornecimento de nutrientes excede as necessidades
dos microrganismos. A figura 17 exemplifica a determinacéo da regresséao linear para a
fase de crescimento exponencial e o valor de R?,

Praia de Palhais - Poluente Hexano

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

DO (600 nm)

0

y =0,0109x + 0,0443

R?=0,9966

® Hexanol

15 20

Tempo (h)

25

--------- Linear (Hexano 1)

Figura 17 - Crescimento especifico na amostra Palhais, poluente Hexano.

A Tabela 9 contempla todos os dados obtidos sendo possivel verificar a D.O. maximo
atingida e o respetivo tempo, o tempo da fase log e taxa de crescimento especifico para
cada crescimento.

Tabela 9 - Dados obtidos referente a D.O. maxima e respetiva hora, tempo de duragdo da fase log e Taxa
de crescimento especifica.

D.O. |Horadap.o.| lempode VEE 83
Local Poluentes o g duracao da crescimento
Maximo | maxima (h) e "
fase log (h) | especifica-pu (h™?)
Hexano 0,357 28 28-6=22 0,0109
Praia de
Palhais
Gasolina 0,413 26 26-6=20 0,0154
Hexano 0,722 4 4-0=4 0,0088
Praia de
Copacabana
Gasolina 0,894 6 6-0=6 0,0064

Os dados indicam que os microrganismos encontrados na Praia de Palhais obtiveram
um melhor desempenho utilizando a Gasolina como hidrocarboneto (0,0154 h?),
podendo concluir que hd uma maior facilidade dos microrganismos se desenvolverem
na presenca deste poluente. O oposto ocorre na Praia de Copacabana, onde o Hexano
possui um melhor desempenho (0,0088 h'), desta forma, é possivel notar que no

39




Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediag&o realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

segundo local, os microrganismos apresentam um melhor desempenho em contato com
este poluente.

Outro ponto que difere os tipos de microrganismos encontrados em ambos os locais é
o tempo da fase Log, estacionaria e declinio. Os microrganismos encontrados na Praia
de Palhais possuem uma fase Log mais lenta e estabilizada, assim como a fase
estacionéria. O mesmo ndo ocorre na Praia de Copacabana. O crescimento € acelerado
logo nas primeiras horas, onde € possivel verificar um aumento significativo na
quantidade de microrganismos nas primeiras seis horas, porém esta fase nao se
mantém e da inicio a fase de declinio. Suspeita-se que seria necessaria uma maior
quantidade de hidrocarbonetos para ocorrer uma fase estacionaria mais duradoura e
um melhor desempenho no processo de biorremediacéo.

Como observacao final, é necessario ressaltar que o resultado obtido ndo se assemelha
ao esperado, pois a zona em que as amostras foram retiradas sédo proximas do trafego
maritimo e de zonas industriais existente no rio Tejo. Por este motivo, seria de esperar
uma fase de crescimento e estabilizacdo duradoura em ambas as amostras, para poder
ser visivel o processo de biorremediacao. A amostra que mais se assemelha ao que era
esperado foi o material recolhido na Praia de Palhais.

4.3 SELECAO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ORGANISMOS

Ap6s verificar o crescimento dos microrganismos em meio liquido, deu-se inicio a
selecdo e caracterizacdo morfologica. A concentracdo de poluente usado para cada
local foi 0,5%. Os estudos foram realizados pelo minimo trés vezes para poder identificar
os tipos de microrganismos presentes em cada local, pois havia um crescimento muito
rapido no meio solido, precisando ser repetido o procedimento até conseguir obter
placas com colonias visiveis e separadas. Apos a identificacdo e sele¢do das placas
com melhor resultado, foi iniciado o processo de caracterizago.

Nas figuras de 18 a 21 encontram-se imagens das placas referente a cada poluente e
em cada amostra de solo.

Figura 18 - Analise Palhais - Hexano
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Figura 19 - Andlise Palhais — Gasolina.

Figura 20 - Amostra Solo Praia de Copacabana - Hexano.

Figura 21 - Amostra Solo Praia de Copacabana - Gasolina.
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A observacdo ao microscépio otico revelou uma semelhanca morfolégica entre os
microrganismos que apresentaram um desempenho superior na biorremediacdo do
Hexano e da Gasolina. Observa-se que 0s microrganismos que foram mais eficazes no
Hexano exibem uma coloracdo amarelada, ao passo que na Gasolina a coloragéo
assemelha-se mais ao branco, como é possivel constatar na Figura 22.

Figura 22 - Andlise dos microrganismos apds processo de centrifugagao.

O resultado obtido apos a centrifugacdo foi semelhante para ambos os solos. As
amostras com Hexano obtiveram uma massa mais amarelada e espessa, enquanto as
amostras com Gasolina obtiveram uma massa branca e menos espessa.

Em ambos os locais de amostragem e ambos 0s poluentes obtiveram crescimento de
colénias. Por haver um crescimento de forma rapida, as amostras ficaram somente um
dia na estufa e logo apds 24 horas foi possivel verificar as colénias e caracteriza-las.

N&o foi possivel verificar uma grande variedade de coldénias, sendo identificadas
somente dois morfétipos. Desta forma foram caracterizados como Tipo #1, encontrado
no Hexano para ambos os locais e Tipo #2, encontrado na Gasolina para ambos 0s
locais.

A Tabela 10 resume as caracteristicas dos dois tipos diferentes de col6nias que se
formaram.
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Tabela 10 - Caracterizagdo morfologica das colénias dos dois morfétipos 1 e 2.

Tipo #1 Tipo #2
Tamanho Média (2 a 5 mm) e pequena (2 mm) Média (2 a 5 mm) e
pequena (2 mm)
Forma Irregular Filamentoso
Elevacéo Elevada Elevada
Margem Ondulada Filiforme
Estrutura Suave Suave
Cor Pigmentada (Amarela) Pigmentada (Branca)
Brilho Opaca Opaca

4.4 COLORACAO DE GRAM

ApOs a caracterizagdo das colonias, procedeu-se a analise utilizando o método de
coloragdo de Gram. Para este estudo, foram escolhidas as placas que apresentaram os
melhores resultados no crescimento de microrganismos para cada amostra de solo. Nas
figuras de 23 a 26, é possivel observar as imagens das placas correspondentes a cada
poluente em cada amostra de solo.

Figura 23 - Amostra solo Palhais - Poluente Hexano.
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Figura 24 - Amostra solo Praia de Copacabana - Poluente Hexano

Figura 25 - Amostra solo Palhais - Poluente Gasolina.
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Figura 26 - Amostra solo Praia de Copacabana - Poluente Gasolina.

Ao examinar os resultados, foi possivel constatar uma notavel similaridade, uma vez
gue Bacilos foram identificados em todas as amostras, sendo predominantemente Gram
Negativos. Contudo, cabe destacar uma excecdo na amostra de solo de Palhais, onde,
ao utilizar o poluente Hexano, identificaram-se Bacilos Gram Positivos. Assim, ao
analisar esses resultados e compara-los com as observagfes visuais das placas de
meio sélido, torna-se evidente que 0s microrganismos presentes nas amostras com
Hexano s@o semelhantes em ambos os locais de recolha. Da mesma forma, os
microrganismos presentes nas amostras com Gasolina também demonstram
semelhangas. Esta consisténcia entre os resultados microscopicos e macroscopicos
refor¢a a confiabilidade das concluses sobre a composi¢cdo microbiana em resposta a
presenca especifica de poluentes nos diferentes solos analisados.

4.5. IDENTIFICACAO DE PSEUDOMONAS

Dando finalizagcdo ao processo de identificacdo dos microrganismos, as placas foram
analisadas, de acordo com o procedimento descrito no item 3.8.

Para uma melhor visualiza¢éo da identificagdo dos microrganismos as Tabelas 11 e 12
contemplam todos os resultados obtidos por cada local de amostragem.

Tabela 11 - Identificag@o microrganismos local de amostragem Praia de Palhais.

. Concentracéo - Identificac&o
Locais Poluentes (%) Forma Gram Morfétipo Pseudomonas
Gasolina 0,5 Bacilos Negativa #2 Sim
Praia de Palhais
Hexano 0,5 Bacilos Positiva #1 Sim
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Tabela 12 - Identificagdo microrganismos local de amostragem Praia de Copacabana.

. Concentracgao " Identificacao
Locais Poluentes (%) Forma Gram Morfétipo Pseudomonas
Gasolina 0,5 Bacilos Negativa #2 Sim
Praia de
Copacabana
Hexano 0,5 Bacilos Negativa #1 Sim

Ao examinar as Tabelas 11 e 12 e revisitar os resultados previamente obtidos, torna-se
evidente uma semelhanca notavel entre ambos os locais de coleta. Ao utilizar a Gasolina
como poluente, observou-se o crescimento exclusivo do morfétipo #2 nos
microrganismos coletados na Praia de Palhais e na Praia de Copacabana. Ja para o
poluente Hexano, o crescimento do morfétipo #1 foi constatado em ambas as
localidades.

Como mencionado anteriormente, em ambas as areas de coleta, as colonias
encontradas exibiram a forma de Bacilos. No que diz respeito a coloragdo de Gram,
para o poluente Hexano, foi possivel identificar bactérias Gram-Positivas na amostra
recolhida na Praia de Palhais, enquanto nas demais amostras foram identificadas
bactérias Gram-Negativas.

Ao analisar os resultados e as caracteristicas das colonias, nota-se, em relacdo a
caracterizacdo, a presenca de Pseudomonas spp. ou aeruginosa para ambos os
morfétipos. Essa identificacé@o é relevante para compreender a diversidade microbiana
e as respostas especificas dos microrganismos aos poluentes presentes nas areas
estudadas. Esses dados contribuem significativamente para a compreensdo dos
processos de biorremediagdo e oferecem insights valiosos sobre a capacidade
adaptativa dos microrganismos em ambientes contaminados.

4.6. ESTUDO DA BIODEGRADABILIDADE

A parte final do estudo foi a analise de biodegradabilidade de acordo com o
procedimento descrito no item 3.9. Esta analise foi feita utilizando o indicador redox
DCPIP. Quando ao adicionar o indicador redox DCPIP ao meio de cultura, ele atuara
como aceitador de eletrdes que pode confirmar a atividade de degradacg&o de carbono
de microrganismos fonte. Um teste é considerado positivo quando a cor do indicador
DCPIP muda de azul, e negativo quando fica incolor. Apés finalizar o periodo de
incubacao (este periodo teve duracao de 15 dias), ndo foi possivel verificar alteracéo
significativa de cor, mantendo-se a coloracao azul-escura do inicio do processo. Desta
forma, somente analisando a coloracdo, ndo foi possivel detetar se houve ou nédo
degradacao.

A segunda parte do estudo, com a adicdo de surfactante, foi adicionar o surfactante
Tween 80, este é um detergente de solubilidade de proteinas. Seguindo o procedimento
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descrito no item 3.8, o estudo foi feito para ambos os locais de recolha de amostra e
utilizando como poluente Gasolina e Hexano.

Apés a finalizacdo do processo experimental, foi necessario calcular a
percentagem/taxa de biodegradacédo, sendo utilizada & formula abaixo:

Absorbancia de cada amostra

% biodegradagido = 100 — ( * 100) (2)

Absorbancia do poluente

Em relacé@o a absorvancia do poluente foi utilizada a média dos valores obtidos durante
0 processo experimental por cada amostra.

O comprimento de onda utilizado para a medicé&o foi de 604 nm, pois, devido a presenca
de emulsificante e surfactante, a densidade da amostra dificulta a passagem do laser.

4.6.1. Praia de Palhais

A investigacdo da biodegradabilidade do Hexano e da Gasolina em relagdo as
absorvancias e percentagens de biodegradacao, utilizando o DCPIP, é documentada na
Tabela 13. O valor registado para a absorvancia do Hexano foi de 1,904, enquanto o
valor correspondente para a Gasolina foi de 1,918.

Tabela 13 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradacgao Praia de Palhais.

Poluente Tubo Teste Branco | Biodegradacdo | Taxa de biorremediagao
1,425
1,458
Hexano 1,904 1,472 23,81%
1,431
1,467
1,214
1,236
Gasolina 1,918 1,248 35,03%
1,262
1,271

Posteriormente esta analise, foi realizada a analise com o surfactante
Tween 80. O valor obtido para a absorvancia do Hexano foi de 1,895 e o valor obtido

para a Gasolina foi de 1,902. Os resultados obtidos neste estudo podem ser verificados
na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradagéo Praia de Palhais com surfactante

Poluente Tubo Teste Branco | Biodegradacdo | Taxa de biorremediagao
1,202
1,215
Hexano 1,895 1,228 36,04%
1,204
1,211
1,089
1,056
Gasolina 1,902 1,074 44,04%
1,061
1,042

4.6.2. Praia de Copacabana

O estudo de biodegradabilidade da Hexano e da Gasolina, com relagédo a absorvancias
e percentagens de biodegradacéo, utilizando o DCPIP sé&o verificados na tabela 15. O
valor obtido para a absorvancia do Hexano foi de 1,911 e o valor obtido para a Gasolina
foi de 1,923.

Tabela 15 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradacgéo Praia de Copacabana.

Poluente Tubo Teste Branco | Biodegradacdao | Taxa de biorremediagao
1,398
1,387
Hexano 1,911 1,399 27,05%
1,394
1,392
1,289
1,256
Gasolina 1,923 1,274 34,25%
1,261
1,242

Posteriormente esta analise, foi realizada a andlise com o surfactante Tween 80. O
valor obtido para a absorvancia do Hexano foi de 1,848 e o valor obtido para a Gasolina
foi de 1,917. Os resultados obtidos neste estudo podem ser verificados na tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados obtidos no estudo de Biodegradag¢&@o com surfactante.

Poluente Tubo Teste Branco | Biodegradacao | Taxa de biorremediagao
1,24
1,217
Hexano 1,848 1,259 32,92%
1,245
1,237
1,102
1,125
Gasolina 1,917 1,129 41,53%
1,113
1,135

4.6.3. Analise dos resultados obtidos no estudo de biodegradacao

Ao analisar os resultados com a adicdo de DCPIP, é possivel perceber que houve
biodegradacao apds o periodo de 15 dias. Em ambas as amostras, o desempenho mais
eficaz ocorreu ao utilizar a Gasolina como poluente, resultando em valores finais muito
semelhantes para ambas as localidades.

Os resultados indicam percentagens de biodegradacdo de 35,03% para a Praia de
Palhais e 34,25% para a Praia de Copacabana ao utilizar a Gasolina. Isso sugere uma
capacidade dos microrganismos presentes nestes locais de degradar hidrocarbonetos.

Ao examinar os resultados obtidos com o0 Hexano, nota-se uma diferenca em relagéo a
Gasolina, apresentando percentagens de biodegradacao de 23,81% (Praia de Palhais)
e 27,05% (Praia de Copacabana). Embora isso ndo signifigue auséncia de
biorremediacao, indica que o desempenho dos microrganismos na degradacédo desse
poluente néo é téo significativo quanto o observado com a Gasolina.

E importante destacar que as amostras foram coletadas em locais préximos a fabricas
e a margem do Rio Tejo. Ao considerar a zona de coleta, é altamente provavel que o
solo tenha entrado em contato com combustiveis. Esta informacdo contextualiza os
resultados, destacando a possivel influéncia das atividades industriais e da proximidade
com corpos de agua na composi¢cdo e desempenho dos microrganismos no processo
de biorremediacdo. No estudo realizado em 2002 por Crapez, destaca-se que a
biodegradacao de hidrocarbonetos ndao pode ser conduzida por uma Unica espécie
microbiana, uma vez que nenhum microrganismo possui a capacidade isolada de
degradar todos os compostos presentes. O processo metabdlico torna-se complexo,
resultando na formagédo de consorcios compostos por microrganismos de diferentes
espécies e géneros, cada um especializado na degradacdo de uma ou vérias fracdes
do 6leo (Crapez et al., 2002).
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Essa constatacdo sustenta a conclusdo de que o conjunto de microrganismos
encontrados em ambos os locais apresentou um desempenho superior na degradacao
da Gasolina como poluente. A introducéo do surfactante resultou em um aumento de
cerca de 10% nos resultados, com valores variando entre 44,04% (Praia de Palhais) e
41,53% (Praia de Copacabana) ao utilizar o poluente Gasolina, que também registrou o
melhor resultado nesta andlise.

Analisando este estudo, observa-se que o0s valores obtidos sdo mais elevados,
indicando uma taxa de degradac&do mais acentuada dos hidrocarbonetos. A comparacao
entre os valores com e sem surfactante revela que a adicdo desse componente pode
aumentar ou potencializar a taxa de biodegradacado. A analise estatistica do teste t de
Student apontou diferencas significativas entre as médias dos valores observados, com
um nivel de significancia de 5%, fortalecendo a validade estatistica dos resultados.
Assim, a incorporacdo do surfactante resultou em taxas de biodegradacdo mais
elevadas.

Ao comparar as tabelas obtidas em cada analise, os resultados para ambos os
poluentes séo ligeiramente superiores. Apesar de 0 Hexano néo atingir as melhores
taxas, também apresentou um desempenho aprimorado apés a adi¢cdo do surfactante,
registrando 36,04% para a amostra de Palhais e 32,92% para a amostra de
Copacabana.

Ao realizar uma comparacao final entre os resultados utilizando o poluente Hexano,
observamos que as taxas obtidas foram de 23,81% (sem surfactante) e 36,04% (com
surfactante) para a Praia de Palhais, representando uma diferenca de aproximadamente
12%. Na Praia de Copacabana, os valores foram de 27,05% e 32,92%, apresentando
uma diferenca de aproximadamente 6%. Este conjunto de resultados indica claramente
o impacto positivo da adicdo de surfactante na eficacia da biorremediacao.Comparando
0os resultados para a Gasolina, os valores encontrados foram de 35,03% (sem
surfactante) e 44,04% (com surfactante) para a Praia de Palhais, demonstrando uma
diferenca de 9%. E com relagdo a Praia de Copacabana, 34,25% e 41,53%,
aproximadamente 8% de diferenca entre os valores.

Conclui-se que a adigéo deste material tem efeito positivo na biorremediagdo em ambos

os poluentes e que os melhores resultados foram provenientes do primeiro local de
recolha, Praia de Palhais.
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES FUTURAS

Na década de 1930 a Margem Sul tornou-se centro frequentado por muitas pessoas,
em sua grande maioria imigrantes que vieram para trabalhar no polo industrial fundado
na margem do Rio Tejo. Durante este periodo esta zona sofreu grandes transformacoes,
tornando-se um dos grandes centros industrializados do pais. Estas atividades
industriais transformaram a fauna e a flora da regido e, principalmente, a qualidadede
aguas e solos. Por este motivo, € de suma importancia estudos que foquem na
qualidade da agua da agua e dos solos dessas areas, para, a longo prazo, tentar
recuperar a fauna e a flora que haviam anteriormente.

A biorremediacdo in situ € uma técnica limpa e que tem muitas vantagens. Como
apresentado neste trabalho, é possivel utilizar uma ampla gama de microrganismos, e
por ser realizada no préprio local onde ha poluicdo, sem precisar transportar para outro
local para realizar a biorremediacdo, torna o processo simples e de baixo custo.
Combinado com outros métodos, como tratamentos fisico-quimicos, pode ampliar sua
eficiéncia de biodegradacéao.

O objetivo central deste estudo foi atingido ao demonstrar o potencial de degradacéo de
hidrocarbonetos pelos microrganismos presentes nos locais investigados. Foram
analisadas suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, seguidas pela identificacdo
desses microrganismos.

Ao examinar os resultados, observa-se que a biodegradagéo dos hidrocarbonetos foi
alcancada. Globalmente, todas as amostras apresentaram curvas de crescimento
microbiano semelhantes, destacando-se que, para ambos os locais estudados, o melhor
desempenho foi obtido ao utilizar a Gasolina como hidrocarboneto. Os microrganismos
encontrados compartilharam caracteristicas fisico-quimicas similares, possivelmente
explicadas pela proximidade geogréfica dos locais de coleta na Margem Sul, sugerindo
uma semelhanca na qualidade das amostras.

Ao finalizar o estudo, identificou-se uma similaridade nos microrganismos que
degradaram o Hexano e os que degradaram a Gasolina. Ambos os locais de coleta
apresentaram apenas dois tipos de microrganismos identificados.

Ao analisar as colonias obtidas, verificou-se que, predominantemente, em ambos os
locais, foram encontradas Pseudomonas aeruginosas, Gram-Negativas na forma de
bacilos. Com relagdo ao morfotipo, identificou-se um morfotipo nas analises do Hexano
e outro nas andlises da Gasolina, presentes em ambos os locais de estudo. Essas
conclusdes destacam a relevancia da compreensédo dos microrganismos envolvidos na
biorremediacao e contribuem para a elaboracéo de estratégias eficazes na recuperacao
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ambiental dessas &reas industriais.Ao analisar as col6nias obtidas, verificou-se que em
ambos os locais, em sua grande maioria, foram encontradas Pseudomonas
aeruginosas, Gram-Negativa na forma de bacilos. E com relagcdo ao morfotipo, foi
identificado um morfotipo encontrado nas andlises do Hexano e um morfotipo
encontrado nas analises do Gasolina, em ambos os locais de estudo.

Era esperado que ao iniciar os estudos de biodegradacédo, os resultados seriam mais
positivos, pois apesar de ndo haver uma variedade de morfotipos, ao realizar o estudo
em meio solido, os microrganismos cresciam de forma acelerada, sendo necessario
somente 24 horas em estufa para poder visualizi-los.

No estudo da biodegradabilidade, nas amostras recolhidas na Praia de Palhais
obtiveram-se resultados mais promissores, chegando, ao final de quinze dias, a uma
taxa de biodegradacdo de 35,03% utilizando o DCPIP e 44,04% utilizando DCPIP e
surfatante.

Observando os resultados, é possivel perceber que a andlise realizada com surfactante,
mesmo gue com uma percentagem baixa, foi eficaz, comprovando que a aplicagéo
deste emulsificante tém como funcdo auxiliar os microrganismos a degradar
contaminantes toxicos e complexos. Conclui-se desta forma, por meio deste trabalho de
dissertacéo, que o desempenho dos microrganismos degradantes de poluente se eleva
com a adicdo de surfactantes ao meio, baixando a toxidade do contaminante,
aumentado a biodegradabilidade e desta forma, facilitando a disponibilidade de
atividade microbiana.

Durante todo o estudo ndo foi verificado discrepancias entre os resultados obtidos, em
ambos os locais de recolha, os resultados foram muito similares, o que, de certa forma,
indica que ambos possam ter contatado com hidrocarbonetos similares. E, ao realizar
as analises para identificagdo, comprovamos que 0s microrganismos presentes também
sao similares e tem uma performance parecida em cada hidrocarboneto estudado. Com
uma percentagem um pouco mais elevada, é possivel dizer que os microrganismos
encontrados na Praia de Palhais obtiveram um desempenho ligeiramente maior e mais
similar ao que era esperado.

Como perspetivas de trabalho futuro, a fim de aprimorar o presente trabalho e os
trabalhos realizados anteriormente, sugerem-se as seguintes propostas:

o Recolha de amostras em outros locais da Margem Sul, situados préximo ao Rio
Tejo para poder identificar se sédo encontrados microrganismos similares ou com
melhor potencial de biorremediagéo.

e Aumento do tempo de analise no estudo de biorremediacédo, para verificar se 0
desempenho aumenta com um tempo prolongado, devendo ser feito para a
utilizacdo de DCPIP e posteriormente para o surfactante.

e Utilizar outras quantidades de surfatante e outros tipos de surfactante,
nomeadamente biossurfactantes.
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o Realizar estudos com outras percentagens de poluente, desta vez inferior e ver
COmo 0S microrganismos agem.

o Realizar parcerias com laboratérios/faculdades que tenham interesse em
identificar os microrganismos encontrados de forma mais precisa e assim
realizar uma comparagao entre cada local de amostragem e seu desempenho
perante os hidrocarbonetos.

Como parte final, sugere-se realizar estudos mais aprofundados na identificacdo dos
microrganismos encontrados, pois, como verificado neste trabalho, os locais estudados
possuiam microrganismos semelhantes. Se houver a possibilidade de identifica-los de
forma mais precisa, acredita-se que poderia ser criado uma biblioteca-genémica em
amostras recolhidas na Margem Sul e assim posteriormente verificar metodologias mais
eficazes para a biodegradacéo com relagdo aos microrganismos encontrados.

53



Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

6. BIBLIOGRAFIA

Abena, M. T. B., Li, T., Shan, M. N., Zhon, W. (2019). Crude Oil Biodegradation by Newly
Isolated Bacterial Strains and Their Consortium Under Soil. In Microcosm Experiment.
(pp 864-874). https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmich.2022.1044448/full

Ali, S.S., Kornaros, M., Manni, A., Sun, J., EI-Shanshoury, A. E. R., Kenawy, E. R., Khalil,
M. A. (2020). Enhanced anaerobic digestion performance by two artificially constructed
microbial consortia capable of woody biomass degradation and chlorophenols
detoxification. J. Hazard. Mater, 2020.

Almansoory, A. F., Hasan, H. A., Abdullah, S.R.S., Idris, Anuar, M. N., Al-Adiwish, W. M.
(2019). Biosurfactant produced by the hydrocarbon-degrading bacteria: characterization,
activity and applications in removing TPH from contaminated soil. In Environ. Technol.
Innov. https://doi.org/10.1016/].eti.2019.100347

Alvarado, K., Ning, L., Gelves, G. (2022). Kinetic modeling of biosurfactant production
from crude oil using Bacillus subtilis cells. (pp 176-181).
https://doi.org/10.1016/j.sajce.2022.06.009

Ambust, S., Amar, J. D., Kumar, R. (2021). Bioremediation of petroleum contaminated
soil through biosurfactant and Pseudomonas sp. SA3 amended design treatments. (pp.
01-02).

Angeles, M. T., Refugio, R. V. (201). In situ biosurfactant production and hydrocarbon
removal by Pseudomonas putida CB-100 in bioaugmented and biostimulated oil-
contaminated soil. In Braz J Microbiol, 44(2). (pp 595-605). http://d0i:10.1590/S1517-
83822013000200040

Ayangbenro, A. S., Babalola, O. O. (2017). A new strategy for heavy metal polluted
environments: A review of microbial biosorbents. In International Journal of
Environmental Research and Public Health, 14(2), 94.
https://doi.org/10.3390/ijerph14010094

Ayed, H. B., Jemil, N., Maalej, H., Bayoudh, A., Hmidet, N., Nasri, M. (2015).
Enhancement of solubilization and biodegradation of diesel oil by biosurfactant from
Bacillus amyloliquefaciens. In International Biodeterioration and Biodegradation. (pp 8—
14).

Azevedo, A. P. M. (2004). Efeito de produtos quimicos e ruido na génese de perda
auditiva ocupacional. Dissertacdo de Mestrado Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2004.

54


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.1044448/full
https://doi.org/10.1016/j.eti.2019.100347
https://doi.org/10.1016/j.sajce.2022.06.009
http://doi:10.1590/S1517-83822013000200040
http://doi:10.1590/S1517-83822013000200040
https://doi.org/10.3390/ijerph14010094

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Azri, M. H., Ismail, S., Abdullah, R. (2018). An endophytic Bacillus strain promotes
growth of oil palm seedling by fine root biofilm formation. In Rhizosphere, 1. (pp. 1-7).
http://d0i:10.1016/].rhisph.2017.10.003.

Azubuike, C. C., Chikere, C. B., Okpokwasili, G. C. (2016). Bioremediation techniques—
classification based on site of application: principles, advantages, limitations and
prospects. In World Journal of Microbiology and Biotechnology (pp 32-180).
http://d0i10.1007/s11274-016-2137-X.

Basak, B., Patil, S. M., Saha, S., Kurade, M. B., Ha, G. S., Govindwar, S. P., Lee, S. S.,
Chang, S. W., Chung, W. J., Jeon, B. H. (2021). Rapid recovery of methane yield in
organic overloaded-failed anaerobic digesters through bioaugmentation with
acclimatized microbial consortium. In Sci. Total Environ.
http://d0i.10.1016/j.scitotenv.2020.144219

Bhatt, P., Gangola, S., Bhandari, G., Zhang, W., Maithani, D., Mishra, S., Chen, S.
(2021). New insights into the degradation of synthetic pollutants in contaminated
environments. In Chemosphere. http://doi:10.1016/j.chemosphere.2020.128827

Befkadu, A. A., Chen. (2018). Surfactant-enhanced soil washing for removal of
petroleum hydrocarbons from contaminated soils: a review. InPedosphere. (pp 383—
410).

Benaissa, A. (2019). Plant growth promoting rhizobacteria a review. In Alger. J. Environ.
Sci.Technol. (pp 873-880).

Betancur, L. A. G, Bernal, D.A., Valdivia, A. C. R., Dendooven, L. Bioremediation of
polycyclic aromatic hydrocarbon-contaminated salinealkaline soils of the former Lake
Texcoco. (2006). In Chemosphere. (pp 1749-1760).
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2005.07.026

Céamara, B. (2013). Descricdo morfolégica de colbnias em microbiologia. 2013.
https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/08/descricao-morfologica-de-colonias-
em.html. Acesso em 30.11.2013

Cases, I., de Lorenzo, V. (2005). Genetically modified organisms for the environment:
Stories of success and failure and what we have learned from them. In International
Microbiology. (pp 213-222). https://goo.gl/30axJT

Clarkson, M. A., Abubakar, S. I. (2015). Bioremediation and biodegradation of
hydrocarbon contaminated soils: a review. In OSR Journal of Environmental Science,
Toxicology and Food Technology. (pp. 38-45, 2015).

Castro, G. A. S, Lopez, U. I. G. J, Fandino, C. G, Toledo, F. L, Calvo, C. (2012).
Application of selected microbial consortia combined with inorganic and oleophilic
fertilizers to recuperate oil-polluted soil using land farming technology. In Clean
Technology of Environment Policy. (pp 719-726). http://doi:10.1007/s10098-011-0439-0

55


http://doi/
http://doi10.1007/s11274-016-2137-x
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144219
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2005.07.026
https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/08/descricao-morfologica-de-colonias-em.html
https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/08/descricao-morfologica-de-colonias-em.html

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Cheffi, M., Hentati, D. (2020). Isolation and characterization of a newly naphthalene-
degrading Halomonas pacifica, strain Cnaph3: biodegradation and biosurfactant
production studies.http:doi: 10.1007/s13205-020-2085-x

Chen, C,, Li, D,, Li, R., Shen, F., Xiao, G., Zhou, J. (2021). Enhanced biosurfactant
production in a continuous fermentation coupled with in situ foam separation. In
Chemical Engineering and Processing - Process Intensification.
https://doi.org/10.1016/j.cep.2020.108206

Coelho, V. H. R. (2011). Monitoramento e analise da variagdo do nivel d’agua para
estimativa de recarga do aquifero livre da bacia do Rio Gramame. Dissertacdo de
Mestrado Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2011

Colla, L. M., Costa, J. A. V. (2003). Otencao e Aplicacdo de Biossurfactantes. In Vetor,
Rio Grande. (pp 85-103)

Conceicao, D. M. (2005). Fungos filamentosos isolados do rio Atibais, SP e refinaria de
petréleo biodegradadores de compostos fenélicos. In Arquivos do Instituto Bioldgico. (pp
99-106).

Coulon, F., Awadi, A. M., Cowie, W., Mardlin, D., Pollard, S., Cunningham, C. (2009).
When is a soil remediated? Comparison of biopiled and windrowed soils contaminated
with bunker-fuel in a full-scale trial. In Environmental Pollution. (pp 3032-3040).
http://doi: 10.1016/j.envpol.2010.06.001

Crapez, M. A. C., Borges, A. L. N., Bispo, M. G. S., Pereira, D. C.(2002).
Biorremediacao: tratamento para derrames de petréleo. In Ciéncia Hoje. (pp 32-33).

Del'Labon, G. P. (2023). A biorremediag&o do Lauril Eter Sulfato de Sédio presente em
efluentes de Industrias Cosméticas: uma revisao sistematica. Dissertacdo de Mestrado.
Universidade Federal de S&o Carlos Centro de ciéncias agrarias, 2023.

Dell’ Anno, F., Rastelli, E., Sansone, C., Brunet, C., lanora, A., Dell’ Anno, A. (2021).
Bacteria, Fungi and Microalgae for the Bioremediation of Marine Sediments
Contaminated by Petroleum Hydrocarbons in the Omics Era. In Microorganisms. (pp 1—
14). https://doi.org/https://doi.org/10.3390/microorganisms9081695

Dias, F. G. Utilizacdo de consdrcio microbiano para biorremediagdo do meio ambiente
contaminado com derivados de petréleo. Dissertacdo de Mestrado Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2007

Eslami, E., Joodat., Seyed, S. T. (2018). Bioremediation of oil and heavy metal
contaminated soil in construction sites: a case study of using bioventing-biosparging and
phytoextraction techniques. https://arxiv.org/abs/1806.03717

Essabri, A. M. A., Aydinlik, N. P., Willia, N. E. (2019). Bioaugmentation and biostimulation
of total petroleum hydrocarbon degradation in a petroleum-contaminated soil with fungi
isolated from olive oil effluent. In Water, Air, and Soil Pollution. (pp 1-16).

56


https://www.researchgate.net/profile/Meriam-Cheffi-2?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
https://www.researchgate.net/profile/Dorra-Hentati-2?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
http://dx.doi.org/10.1007/s13205-020-2085-x
https://www.sciencedirect.com/journal/chemical-engineering-and-processing-process-intensification
https://doi.org/10.1016/j.cep.2020.108206
https://doi.org/https:/doi.org/10.3390/microorganisms9081695

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Fantroussi, S., Agathos, S. N. (2005). Is bioaugmentation a feasible strategy for pollutant
removal and site remediation? In Microbiology. (pp 268-275). https://goo.gl/y6kLsc

Faria, M.F., Mendes, A. (2010). Actas do col6quio internacional industrializagcdo em
Portugal no século XX: o caso do. Barreiro. In Actas do coléquio internacional
Industrializacdo em Portugal no século XX: o caso do Barreiro (pp. 1-15).

Filho, A. A. M., Oliveira, V, K. (2014). Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas: o que
sdo? Como é a técnica de Gram? Quais as vantagens de diferenciar as bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas?  https://www.abc.med.br/p/587007/bacterias-gram-
positivas-e-gram-negativas-0-gque-sa0-como-e-a-tecnica-de-gram-gquais-as-vantagens-
de-diferenciar-as-bacterias-gram-negativas-e-gram-positivas.htm. ACEeSso em
02.12.2023

Folch, A., Vilaplana, M., Amado, L., Vicent, R., Caminal, G. (2016). Fungal permeable
reactive barrier to remediate groundwater in anartificial aquifer. In Journal of Hazardous
Materials. (pp 554-560). http://doi: 10.1016/j.jhazmat.2013.09.004

Forster, L. M. K.; Tannhauser, M., Tannhauser, S. L. (1994). Toxicologia do tolueno:
aspectos relacionados ao abuso. In Revista de Saude Publica. (pp 167-172).

Gidudu, B., Chirwa, E. M. N. (2020). Application of Biosurfactants and Pulsating
Electrode Configurations as Potential Enhancers for Electrokinetic Remediation of
Petrochemical Contaminated Soil. (pp 1-17). https://doi.org/10.3390/su12145613

Ghafari, S., Baboli, Z., Neisi, A., Mirzaee, S. A. (2019). Surfactant-enhanced
Bioremediation of n-Hexadecane-contaminated Soil Using Halo-tolerant Bacteria

Penicilliums glucanolyticus sp. Strain T7-AHV Isolated from Marine Environment. In
Chemical and Biochemical Engineering Quarterly (pp. 111-123).
https://doi.org/10.15255/CABEQ.2018.1465

Glick B.R. (2012). Plant growth-promoting bacteria: mechanisms and applications. In
Scientifica. http://doi:10.6064/2012/963401

Gomez F., Sartaj, M. (2014). Optimization of field scale biopiles for bioremediation of
petroleum hydrocarbon contaminated soil at low temperature conditions by response
surface methodology (RSM). In Integrated Journal of Biodeterioration Biodegradation.
(pp 89:103-109). http://doi: 10.1016/j.ibiod.2014.01.010

Gkorezis, P., Daghio, M., Franzetti, A., Hamme, J. D. V., Vangronsveld, W. S. J. (2016).
The interaction between plants and bacteria in the remediation of petroleum
hydrocarbons: an environmental perspective. In Frontiers in microbiology.
https://doi.org/10.3389/fmich.2016.01836

Grigiskis, S., BaSkys, E., LeviSauskas, D., Kavaliauské, M., DizaviCiene, O., Aikaité-
Stanaitiené, J. (2015). Optimization Of Sorbent System From Paper Mill Waste Short
Fibers For Bioremediation Of Heavy Hydrocarbons In Soil. Environment. Technology.
Resources. Proceedings of the 8th International Scientific and Practical Conference.
Volume 1. (pp 104-111). https://doi.org/10.17770/etr2011vo0l11.894

57


https://www.abc.med.br/p/587007/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas-o-que-sao-como-e-a-tecnica-de-gram-quais-as-vantagens-de-diferenciar-as-bacterias-gram-negativas-e-gram-positivas.htm
https://www.abc.med.br/p/587007/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas-o-que-sao-como-e-a-tecnica-de-gram-quais-as-vantagens-de-diferenciar-as-bacterias-gram-negativas-e-gram-positivas.htm
https://www.abc.med.br/p/587007/bacterias-gram-positivas-e-gram-negativas-o-que-sao-como-e-a-tecnica-de-gram-quais-as-vantagens-de-diferenciar-as-bacterias-gram-negativas-e-gram-positivas.htm
https://doi.org/10.3390/su12145613
https://www.researchgate.net/journal/Chemical-and-Biochemical-Engineering-Quarterly-1846-5153?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
https://doi.org/10.15255/CABEQ.2018.1465
http://doi:10.6064/2012/963401
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01836
https://journals.ru.lv/index.php/ETR/issue/view/16
https://journals.ru.lv/index.php/ETR/issue/view/16
https://journals.ru.lv/index.php/ETR/issue/view/16
https://doi.org/10.17770/etr2011vol1.894

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Hamamura, N., Ward, D. M., Inskeep, W. P. (2013). Effects of petroleum mixture types
on soil bacterial population dynamics associated with the biodegradation of
hydrocarbons in  soil environment.In FEMS  Microbiol. (pp 168-178).
https://doi.org/10.1111/1574-6941.12108

Hang, L.V., Xiaosi, S. U., Wang, Y., Zhenxue, D., Mingyao, L. (2018). Effectiveness and
mechanism of natural attenuation at a petroleum - hydrocarbon contaminated site. In
Chemosphere. (pp 293-301).

Hawash, A.B., Alkooranee J. T., Abbood, H.A., Zhang, J., Sun, J., Zhang, J., Ma, F.
(2018). Isolation and characterization of two crude oil-degrading fungi strains from
Rumaila oil field. In Biotechnology Reports. (pp 104-109).

Hobson, A. M, Frederickson, J., Dise, N. B. (2005). CH4 and N20O from mechanically
turned windrow and vermincomposting systems following in-vessel pre-treatment. In
Waste Management. (pp 345-352) https://doi: 10.1016/j.wasman.2005.02.015

Hutchinson, S. L., Schwab,, A. P., Bankis, M.K. (2003). Biodegradation of petroleum
hydrocarbons in the rhizosphere. In Phytoremediation - Transformation and control of
contaminants. (pp 355-386) https://doi.org/10.1002/047127304X.ch11

Ibrahim, M. L., ljah, U. J. J.,, S.B. Manga, S. B., Bilbis, S. Umar, S. (2013). Production
and partial characterization of biosurfactant produced by crude oil degrading bacteria. In
International Biodeterioration & Biodegradation. (pp 28-34).

Imam, A., Suman, S. K., Ghosh, D., Kanauijia, P. K. (2019). Analytical approaches used
in monitoring the bioremediation of hydrocarbons. In Petroleum-contaminated soil and
sludge,Trac Trends in Analytical Chemistry. (pp. 50-64).

Jacques, R. J. S. (2007). Biorremediag&o de solos contaminados com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. In Ciéncia Rural, Santa Maria, (pp 1192-1201).

Jeffrey, P. K. (2020). N-Hexane. Agency for Toxic Suvstances and Disease Registry.
(2020). N-Hexane. Center for Disease Control and Prevention, 2020.
https://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tp113-c3.pdf

Jimoh, J. Lin. (2019). Biosurfactant: a new frontier for greener technology and
environmental sustainability. In Ecotoxicol. Environ. Saf. (pp 184).

Junyuan, G., Xiaoying, W. (2021). Performance and kinetics of benzo(a)pyrene
biodegradation in contaminated water and soil and improvement of soil properties by
biosurfactant amendment. In Ecotoxicology and Environmental Safety, 207, 111292.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111292

Kebede, G., Tefese, E., Adba, E. M., Kamaraj, M., Assefa, F. (2021). Factors Influencing
the Bacterial Bioremediation of Hydrocarbon Contaminants in the Soil: Mechanisms and
Impacts. https://doi.org/10.1155/2021/9823362

58


https://doi.org/10.1111/1574-6941.12108
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2215017X1730303X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2215017X1730303X
https://www.sciencedirect.com/journal/biotechnology-reports
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Schwab/A.+P.
https://doi.org/10.1002/047127304X.ch11
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111292
https://doi.org/10.1155/2021/9823362

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Koshlaf, E., Ball, A. (2017). Soil bioremediation approaches for petroleum hydrocarbon
polluted environments. In AIMS Microbiology. (pp. 25—49).

Kumar, R., Das, A.J., Juwarkar, A. A. (2015). Reclamation of petrol oil contaminated soil
by rhamnolipids producing PGPR strains for growing Withania somnifera a medicinal
shrub. In World J. Microbiol. Biotechnol. (pp 307-313).

Langworthy, D. E., Stapleton, R.D., Sayler, G. S., Findlay, R. H (2002). Lipid analysis of
the response of a sedimentary microbial community to polycyclic aromatic hydrocarbons.
In Microb. Ecol (pp. 189-198).

Lee, J. H. (2013). An overview of phytoremediation as a potentially promising technology
for environmental pollution control. In Biotechnology and Bioprocess Engineering. (pp
431-439.). http://doi: 10.1007/s12257-013-0193-8

Li, Y., Li, C., Xin, Y., Huang, T., Liu, J. (2022). Petroleum pollution affects soil chemistry
and reshapes the diversity and networks of microbial communities. In Ecotoxicology and
Environmental Safety. (pp 1 — 10). http://doi: 10.1016/j.ecoenv.2022.114129

Liu, Q., Tang. J., Liu. X, Song. B., Zhen, M., Ashbolt, N. J. (2019). Vertical response of
microbial community and degrading genes to petroleum hydrocarbon contamination in
saline alkaline soil. In Journal of Environmental Sciences, vol. 81. (pp 80-92).

Madhavi, G. N., Mohin,i D. D.(2012). Review paper on parameters affecting
bioremediation. In International Journal of Life Science and Pharma Research. (pp 77-
80). https://goo.gl/tBP2C6

Mahdi, A. M. El., Aziz, H., Eqgab, E. S. (2017). Review on innovative techniques in oil
sludge bioremediation. In AIP Conference Proceedings.
https://doi.org/10.1063/1.5005706

Maila, M. P, Colete, T. E. (2004). Bioremediation of petroleum hydrocarbons through
land farming: Are simplicity and cost-effectiveness the only advantages? Review. In
Environmental Science Biotechnology. (pp 349-360). http://d0i.10.1007/s111157-004-
6653

Martins, R., Castro Bravo, C., Vilela, L., Costa, L., Souza Dias, E. (2021). Multivariate
analysis of nutritional parameters required for the submerged cultivation of three
coprinaceous fungi for biosurfactant production. In Ciéncia e Agrotecnologia, 45.
http://d0i:10.1590/1413-7054202145022220

Meagher, R. B. (2000). Phytoremediation of toxic elemental organic pollutants. In Currant
Opinion Plant Biology. (pp 153-162). http://d0i.10.1016/S1369-5266(99)00054-0

Melo, I. S., Azevedo, J. L. (2008). Microbiologia ambiental. ltamar Soares de Melo, Jodo
Lucio de Azevedo, Jaguariuna, 2008.
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/149954/1/20080L -05.pdf

Moldes, A. B., Paradelo, R., X. Vecino, X., Cruz, M., Gudifia, E., Rodrigues, L., Teixeira,
J. A., Dominguez, J. M., Barral, M.T. (2013). Partial Characterization of Biosurfactant
from Lactobacillus pentosus and Comparison with Sodium Dodecyl Sulphate for the

59


https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2022.114129
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/149954/1/2008OL-05.pdf

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Bioremediation of Hydrocarbon Contaminated Soil. In New Trends in Biotechnological
Processes to Increase the Environmental Protection.
https://doi.org/10.1155/2013/961842

Morales, N. K. C., Tovar, A. V. R., Zldiga, A. G. (2016). Plant growth promoting
characterization of soil bacteria isolated from petroleum contaminated soil. In Int. J.
Environ. Agric. Res. (pp. 15-21).

Murray, P., Rosehthal, K., Pfaller, A. (2014). Microbiologia Médica (72 ed.),
Acinetobacter, Pseudomonas e Bactérias relacionadas. In Elsevier. (pp 386-388).

Mohan, S. V., Sirisha, K., Rao, N. C., Sarma, P. N., Reddy, S. J. (2004). Degradation of
chlorpyrifos contaminated soil by bioslurry reactor operated in sequencing batch mode:
Bioprocess monitoring. In Journal of Hazardous Materials. (pp 39-48).
http: doi: 10.1016/j.jhazmat.2004.05.037.

Nascimento, J.S. (2010). Biologia de microrganismos. In. Guerra, R.A.T. (pp. 233-306).

Nogueira, A. V., Filho, G. N. S. (2015). Microbiologia. Nogueira, Alexandre Verzani,
Santa Catarina, 2015. (pp 10-211).

Nogueira, L., Rodrigues, A. C. F., Tridico, , C. P., Fossa, C. E., Almeida, E. A. (2011).
Oxidative stress in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and armored catfish
(Pterygoplichthys anisitsi) exposed to diesel oil. In Environ. Monit. Assess. (pp. 243-255)

Ojuederie, O. B., Babalola, O. O. (2017). Microbial and Plant-Assisted Bioremediation of
Heavy Metal Polluted Environments: A Review. In International journal of environmental
research and public health. http//doi:10.3390/ijerph14121504.

PanReac AppliChem. (2020). Pseudomonas CN Agar Base (EN ISO 16266)
(Dehydrated Culture Media) for microbiology - ITW Reagents. Microbiologia - ITW
Reagents.https://www.itwreagents.com/download_file/product_infos/413752/en/41375
2_en.pdf. Acesso em 03.12.2023.

Pattabhiramaiah, M., Shanthala, M., Rajashekara, S., Sheikh, F., Naik, S. (2018).
Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by microbes isolated from
the marine sponge biemna fortis (topsent 1897). In Microbial Action on Hydrocarbons

Pawlik, M., Cania, B., Thijs, S., Vangronsveld, J., Seget, Z. P. (2017). Hydrocarbon
degradation potential and plant growth-promoting activity of culturable endophytic
bacteria of Lotus corniculatus and Oenothera biennis from a long-term polluted site. In
Environ. Sci. Pollut. Res. (pp 19640-19652)

Plociniczak, M. P., Ptaza, G. A., Seget, Z. P., Cameotra, S. S. (2011). Environmental
applications of biosurfactants: recent advances. In Int. J. Mol. Sci., 12. (pp. 633-654).

Prathyusha, K., Mohan, Y. S. Y. V. J., Sridevi, S., Sandeep,, B. V.(2016). Isolation and
characterization of petroleum hydrocarbon degrading indigenous bacteria. In
Contaminated sites of Visakhapatnam,” International Journal of Advanced Research. (pp
357-362).

60


https://doi.org/10.1155/2013/961842

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Pereira, R. C. C., Pasa, V. M. D. (2005). Effect of alcohol and copper content on the
stability of automotive gasoline. In Energy Fuel. (pp 426—432).

Pereira, A. R. B., Freitas, D. A. F. (2012). Uso de microorganismos para a
biorremediacdo de ambientes. In Rev. Elet. em Gestdo, Educagdo e Tecnologia
Ambiental. (pp 975-1006).

Prescott, L. M., Harley, J. P., Klein, D. A. (2022). Microbiology. 5th ed. New York:
McGraw Hill. (pp. 10-14).

Preté, P. S. C. (2000). Solubilizacdo de membranas de eritrocitos por surfactantes da
série Tween. In Biblioteca Digital de Teses e Disserta¢fes da Universidade Estadual de
Campinas. https://hdl.handle.net/20.500.12733/1588757

Rahman, K.S., Rahman, T. J., Kourkoutas, Y., Petsas, I., Marchant, R., Banat, I. M.
(2003). Enhanced bioremediation of n-alkane in petroleum sludge using bacterial
consortium amended with rhamnolipid and micronutrients. In Bioresour. Technol. ( pp.
159-168). https://doi: 10.1016/s0960-8524(03)00114-7.

Ramdass, A. C., Rampersad, S. N (2021). Diversity and Oil Degradation Potential of
Culturable Microbes Isolated from Chronically Contaminated Soils in Trinidad. In
Microorganisms, 9(6), (pp 1167). http://doi: 10.3390/microorganisms9061167.

Rizzo., Andreia C. D. L. (2006). Biorremediagéo de solos contaminados por petréleos:
énfase no uso de biorreatores. In Série Tecnhologia Ambiental 37. (pp 76).

Rotker, M. Photomicrograph of cultured Neisseria meningitidis (meningococcus), a
gram-negative diplococcus bacterium that causes cerebrospinal meningitis, gram stain,
mag. 1125x (at 24 x 36 mm). https://www.medicalimages.com/stock-photo-
photomicrograph-of-cultured-neisseria-meningitidis-meningococcus-a-gram-negative-
diplococcus-image22440749.html/. Acesso em 03.12.2023.

Rufino, R. D., Luna, J. M., Takaki, G. M. C., Ferreira, S. R. M., Sarubbo, L.A. (2012).
Application of the Biosurfactant produced by Candida lipolytica in the Remediation of
Heavy Metals. In Chemical Engineering. (pp 61-66).

Saenz-Marta, C. |, Ballinas-Casarrubias, M. de L., Rivera-Chavira, B. E., & Nevarez-
Moorillén, G. V. (2015). Biosurfactants as Useful Tools in Bioremediation. In Tech. doi:
10.5772/60751

Santos, D. K. F., Rufino, R.D., Luna, J. M., Santos, V. A., Sarubbo, L. A. (2016).
Biosurfactants: multifunctional biomolecules of the 21st century. In Int. J. Mol. Sci. (pp
401).

Santos, E., Ungari, H. C. N., Santos, M. B. D. (2008). Principais técnicas de remediacao
e gerenciamento de areas contaminadas por hidrocarbonetos no estado de Sao Paulo.
Dissertacdo de Mestrado Faculdade de Engenharia Mecéanica, Universidade Estadual
de Campinas, Campinas, 2008.

Santos J. C. V., Mendes da S. Santos, E., da Silva, Y.A., Liral. R .A. da S., Silva R.,
Durval, 1. J. B., Sarubbo, L. A., Luna, J. M. (2021). Application of Candida Lipolytica

61


https://www.oasisbr.ibict.br/vufind/DataSources/Datasource?name=Biblioteca%20Digital%20de%20Teses%20e%20Disserta%C3%A7%C3%B5es%20da%20Universidade%20Estadual%20de%20Campinas%20(UNICAMP)
https://www.oasisbr.ibict.br/vufind/DataSources/Datasource?name=Biblioteca%20Digital%20de%20Teses%20e%20Disserta%C3%A7%C3%B5es%20da%20Universidade%20Estadual%20de%20Campinas%20(UNICAMP)
https://hdl.handle.net/20.500.12733/1588757
https://www.medicalimages.com/stock-photo-photomicrograph-of-cultured-neisseria-meningitidis-meningococcus-a-gram-negative-diplococcus-image22440749.html/
https://www.medicalimages.com/stock-photo-photomicrograph-of-cultured-neisseria-meningitidis-meningococcus-a-gram-negative-diplococcus-image22440749.html/
https://www.medicalimages.com/stock-photo-photomicrograph-of-cultured-neisseria-meningitidis-meningococcus-a-gram-negative-diplococcus-image22440749.html/

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Biosurfactant for Bioremediation of Motor Oil from Contaminated Environment. In
Chemical Engineering Transactions. (pp 649-654). https://doi.org/10.3303/CET2186109

Sanscartier, D., Zeeb, B., Koch, I., Reimer, K. (2009). Bioremediation of diesel-
contaminated soil by heated and humidified biopile system in cold climates. In Cold
Regions Science and Technology. (pp 167-173) http://doi:
10.1016/j.coldregions.2008.07.004

Sayer, J. A., Gadd, G. M. (2001). Binding of cobalt and zinc by organic acids and culture
filtrates of Aspergillus niger grown in the absence or presence of insoluble cobalt or zinc
phosphate. In Mycological Research, Cambridge. (pp.1261—- 1267).

Silva, I. G. S., Almeida, F. C. G., Silva, N. M. P. R., Converti, A., Sarubbo, L. A. (2021).
Application of Green Surfactants in the Remediation of Soils Contaminated by
Hydrocarbons. In Role of Microorganisms in Remediating Contaminated Soils. (pp 1 —
21). https://doi.org/10.3390/pr9091666

Singh, S. K., Haritash, A. K. (2019). Polycyclic aromatic hydrocarbons: soil pollution and
remediation,” International journal of Environmental Science and Technology, vol. 16,
no. 10. (pp. 6489-6512).

Singh, R., Singh, P., Sharma, R. (2014). Microorganism as a tool of bioremediation
technology for cleaning environment: A review. In International Academy of Ecology and
Environmental Science. (pp 1-6).

Smutek, W., Sydow, M., Matejuk, J. Z., Kaczorek, E. (2020). Bacteria involved in
biodegradation of creosote PAH — a case study of long term contaminated industrial
area. In Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 187. (pp 1-10).

Souza, A. K. R., Morassuti, C. Y., Deus, W. B. (2018). Poluicdo do ambiente por metais
pesados e utilizacdo de vegetais como bioindicadores. In Acta Biomedica Brasiliensia.
(pp 1-12). https://doi.org/10.18571/acbm.189

Souza, J. F. L. (2021). Estratégias de biorremediacdo aplicadas a solos contaminados
com hidrocarbonetos: Revisao literaria. Dissertacao de Mestrado, Centro Federacgéo de
Eduacdo Tecnoldgicas de Minas Gerais Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Ambiental. Graduacdo de Engenharia Ambiental e Sanitaria, 2021. (pp 1-69).

Swick, D., Jaques, A., Walker, J. C., & Estreicher, H. (2014). Gasoline toxicology:
Overview of regulatory and product stewardship programs. Regulatory Toxicology and
Pharmacology, In European Chemical Agency (ECHA).
https://echa.europa.eu/information-on-chemicals

Streva, E. R., Pasa, V. M. D., Sodré, J. R. (2011). Aging effects on gasoline—ethanol
blend properties and composition. Fuel, v. 90. (pp 215-219).

Teixeira, A. S. (2007). Isolamento e caracterizagdo de bactérias degradadoras de
gazolina commercial. Dissertacdo de Mestrado Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio grande do Sul, 2007.

Titah, H. S., Syawlia, R. M. (2021). Removal of Hydrocarbons from Contaminated Soils
Using Bioremediation by Aerobic Co-composting Methods at Ship Dismantle Locations.

62


https://scholar.its.ac.id/en/persons/harmin-sulistiyaning-titah

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

Journal of Ecological Engineering, 22(6), (pp 181-190).
https://doi.org/10.12911/22998993/137441

Trabulsi, L.R., Alterthum, F., Gompertz, O.F., Candeias, J. A. N. Microbiologia. 5.ed.
Atheneu. Sao Paulo, 2008.

Truskewycz, A., Gundry, T. D., Khudur, L. S, Kolobaric, A., Taha, M., Aburto-Medina, A.,
Ball, A. S, Shahsavari, E. (2019). Petroleum Hydrocarbon Contamination in Terrestrial
Ecosystems-Fate and Microbial Responses. In Molecules, 24(18), 3400.
http://d0i.10.3390/molecules24183400

Varjani, S., Upasani V. N. (2019). Influence of abiotic factors, natural attenuation,
bioaugmentation and nutrient supplementation on bioremediation of petroleum crude
contaminated agricultural soil. Journal of Environmental Management, vol. 245. (pp 358—
366).

Varjani, S. J., Gnansounou, E. (2017). Microbial dynamics in petroleum oilfields and their
relationship with physiological properties of petroleum oil reservoirs. In Biores. Technol.
(pp 1258-1265). https:// 10.1016/j.biortech.2017.08.028

Varjani, S., Pandey, A., Upasani, V. N. (2021). Petroleum sludge polluted soil
remediation: Integrated approach involving novel bacterial consortium and nutrient
application. In Sci. Total Environ. Htpps:// 10.1016/j.scitotenv.2020.142934

Vieira, G. A. L., Cabral, L., Otero, I. V. R., Ferro, M., Faria, A. U., Oliveira, V. M., Bacci,
M., Sette, L. D. (2021). Marine associated microbial consortium applied to RBBR textile
dye detoxification and decolorization: Combined approach and metatranscriptomic
analysis. In Chemosphere. 10.1016/j.chemosphere.2020.129190

Wang, H., Wu, S., Zhang, Y., Bohu, T., Bai, Z., Zhuang, X. (2022). Understanding the
Implications of Predicted Function for Assessment of Rapid Bioremediation in a
Farmland-Oilfield Mixed Area. In Sustainability, 14(4). (pp 2248).
https://doi.org/10.3390/su14042248

Wang, J., Xu, H., Guo, S. (2007). Isolation and characteristics of a microbial consortium
for effectively degrading phenanthrene. Pet. Sci. 4. (pp 68—
75).https://doi.org/10.1007/s12182-007-0012-y

Wolinska, A., Galazka, A., Kuzniar, A., Goraj, W., Jastrzebska, N., Grzadziel, J.,
Stepniewska, Z. (2018). Catabolic Fingerprinting and Diversity of Bacteria in Mollic
Gleysol Contaminated with  Petroleum  Substances. In  Applied Sciences.
https://doi.org/10.3390/app8101970

Xiao, M., Zytner, R. G. (2019). The effect of age on petroleum hydrocarbon contaminants
in soil for bioventing remediation. Bioremediation Journal, v. 23, n. 4. (pp 311-325).
https://doi.org/10.1080/10889868.2019.1671306

Yadav, A. K., Manna, Pandiyan, S. K, Singh, A., Kumar, M., Chakdar, H., Srivastava, A.
K. (2016). Isolation and characterization of biosurfactant producing Bacillus sp. from

63


http://doi.10.3390/molecules24183400
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.08.028
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.129190
https://doi.org/10.3390/su14042248
https://doi.org/10.3390/app8101970

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediagdo realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

diesel fuel-contaminated site. In Microbiology (pp- 56-62).
https://link.springer.com/article/10.1134/S0026261716010161.

Yuting, L., Joy, D., Van, N., Wang, J., Zhang, X., Zhou, J., Li,G. (2009). Microarray-based
functional gene analysis of soil microbial communities during ozonation and
biodegradation of crude oil. In Chemosphere,75(2). (pp  193-199).
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2008.12.007.

Zafra, G., R. Regino, B., Agualimpia., Aguilar, F. (2016). Molecular characterization and
evaluation of oil degrading native bacteria isolated from automotive service station oil
contaminated soils. In Chemical Engineering Transactions. (pp. 511-516).

Zhang, C., Wu, X., Wu, Y., Li, J., An, H., Zhang, T. (2021). Enhancement of
dicarboximide fungicide degradation by two bacterial co-cultures of Providencia stuartii
JD and Brevundimonas naejangsanensis J3. In J. Hazard. Mater.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123888

Zhang, T., Zhang, H. (2022). Microbial Consortia Are Needed to Degrade Soil Pollutants.
In Microorganisms, 10(2). (pp 261). http://doi: 10.3390/microorganisms10020261

Zhao, X., Li, X., Li, Y. (2019). Shifting interactions among bacteria, fungi and archaea
enhance removal of antibiotics and antibiotic resistance genes in the soail
bioelectrochemical remediation. In  Biotechnol Biofuels, 12, (pp 160)
https://doi.org/10.1186/s13068-019-1500-1

Zinkevich, V., Bogdarina, I., Kang, H., Hil, M.A.\W., Tapper, R. and Beech, 1.B.(1996).
Characterization of exopolymers produced by different isolates of marine sulphate-
reducing bacteria. International Biodeterioration Biodegradation. In Barking. (pp 163—
172). http://dx.doi.org/10.1016/S0964-8305(96)00025-X

Portal Institucional da Camara Municipal do Barreiro. https://www.cm-
barreiro.pt/viver/noticia/estuario-do-tejo-a-caminho-da-despoluicao-total. Acesso em
03.12.2023.

64


https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2008.12.007
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123888
https://doi.org/10.1186/s13068-019-1500-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0964-8305(96)00025-X
https://www.cm-barreiro.pt/viver/noticia/estuario-do-tejo-a-caminho-da-despoluicao-total
https://www.cm-barreiro.pt/viver/noticia/estuario-do-tejo-a-caminho-da-despoluicao-total

Estudo do efeito de surfactante nas taxas de biorremediag&o realizadas por microrganismos obtidos em amostras de
solo no concelho do Barreiro.

7. ANEXOS

ANEXO 1 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

1- Solo de retirada da amostra da Praia de Palhais — Fonte: Junta de Freguesia de Palhais

2 — Solo de retirada da amostra da Praia de Copacabana.
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4 — Andlise pH amostra Praia de Copacabana.
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5 - Materiais utilizados na metodologia para meio LB e BH liquido e sdlido.

6 — Material utilizado no estudo de biodegrabilidade — DCPIP.

7 - Material utilizado no estudo de biodegrabilidade — Tween 80.
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