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RESUMO

A poluigdo aquatica por aguas oleosas, provenientes de vazamentos de petroleo e derivados e
descarte inadequado de efluentes, ¢ um problema a manutencao da sustentabilidade do Planeta.
O incentivo ao Desenvolvimento, Saude e Inovagao ¢ uma das metas da Agenda 2030, que visa
promover o desenvolvimento sustentavel. Com base nessa iniciativa, o objetivo deste trabalho
¢ o de desenvolver um método para tratamento de d4guas contaminadas por compostos derivados
do petréleo com o uso da adsor¢do e da biotecnologia. Para tal, foi realizado o estudo da
adsor¢ao em emulsao de agua e 6leos lubrificantes com o uso da biomassa da macroéfita Salvinia
sp. in natura (SS) e com tratamento quimico (SOH). O Capitulo 1 foi composto pelos
procedimentos de coleta, preparo da biomassa e modificacao quimica, seguidos pelos testes de
caracterizagdo fisico-quimica das biomassas, como: Valores de pH, Ponto de Carga Zero,
Caracterizagao por Microscopia Eletronica de Varredura e Sistema de Energia Dispersiva,
Determinagdo dos Grupos Funcionais por Titulagdo de Boehm, Caracterizagdo por
Espectrometria no Infravermelho ¢ Analise da Area Superficial ¢ Porosidade. Foi possivel
verificar que o tratamento quimico promoveu a mudancga na estrutura de SOH comparada a SS
e, também, favoreceu a adsorgdo de 6leo pela biomassa SOH, com gmax. de 898 mg.g'e3,49¢g.g
l'em adsor¢io em batelada e coluna de leito fixo, respectivamente. No Capitulo 2 foi realizado
o isolamento de 105 cepas de bactérias do género Bacillus Gram-positivo, provenientes de
sedimentos da Baia de Guanabara, seguido de testes de triagem para selecio de bactérias com
potencial de degradacdo de 6leo usado de motor de navio, que foram: teste de emulsificacao,
teste de deslocamento do 6leo e teste de biodegradagdo pelo indicador redox sal de soédio 2,6
dicloroindofenol (DCPIP). Apdés a selecdo das cepas com potencial capacidade de
biodegradacdo foi realizada a identificacdo molecular de 22 cepas. Em novos testes de
biodegradacdo as espécies que obtiveram os melhores resultados foram B. pseudomycoides; B.
subtilis; B. tequilensis e B. cihuensis com degradacao do 6leo de 49,43%, 40,40%, 51,35% e
62,4%, respectivamente, em cinco dias (Co=4,5 g.L!). No Capitulo 3, apos a selecio do
consorcio bacteriano, foram realizados testes de imobilizacdo com as biomassas SS e SOH e
testes de biodegradacdo com variacdo de parametros, como: cé€lulas livres e imobilizadas,
bactérias individuais e consorcio, variagdo da concentracdo de Oleo, bioestimulacao,
reinoculagdo, adicado de NaCl e teste com o biorreator em escala de bancada. O biorreator
produzido foi capaz de biodegradar o 6leo de forma eficaz com média de remogao de 52,9% e
taxa de degradacio de 0,027 d!'. Foram realizados testes toxicologicos dos efluentes que
apresentam elevado grau de toxicidade. Por fim, os resultados alcangados apontam para a
possibilidade, por meio de estudos futuros, de que a metodologia desenvolvida venha a ser uma
tecnologia sustentavel e economicamente viavel.

Palavras chave: Biodegradacao, adsor¢do, 6leo usado de navio, B. pseudomycoides; B. subtilis;
B. tequilensis e B. cihuensis.
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ABSTRACT

Aquatic pollution by oily water from oil and oil product spills and inadequate disposal

effluents is a problem for maintaining the Planet sustainability. The incentive to Health a

Innovation Development is one goal of 2030 Agenda, with aims to promote the sustainable
development. Based in these initiatives the objective of this work is to develop a method for the
treatment of contaminated water by compounds derived from petroleum, with the use of
adsorption and biotechnology. Therefore, the study of adsorption in water emulsion and
lubricating oils was carried out using the biomass from macrophyte Salvinia sp. in natura (SS)
and with chemical treatment (SOH). Chapter 1 was composed by the procedures of collection,
preparation of the biomass and chemical modification, followed by the tests of biomass
physical-chemical characterization as: pH Values, Point of Zero Charge, Scanning Electron
Microscopy, Energy Dispersive System, Determination of Functional Groups by Boehm
Titration, Characterization by Infrared Spectroscopy, Surface Area Analysis, and Porosity . It
was possible to verify that the chemical treatment promoted a change in SOH structure
compared to SS and also favored the oil adsorption by the biomass SOH, with gmax of 898
mg.g”! and 3.49 g.g"! in batch adsorption and fixed bed column, respectively. In Chapter 2, 105
bacteria strains from genus Bacillus Gram-positive were isolated from sediments of the
Guanabara Bay, after that the screening tests to select bacteria with potential for degradation of
ship engine oil used was done, which were: emulsification test, oil displacement test and
biodegradation test by redox indicator sodium salt 2,6 dichloroindophenol (DCPIP). After
selecting the strains with potential biodegradation capacity, the molecularly identification were
done to this 22 strains. New biodegradation tests whose species that obtained the best results
were B. pseudomycoides; B. subtilis; B. tequilensis and B. cihuensis with oil degradation of
49.43%, 40.40%, 51.35% and 62.4%, respectively, in five days (Co=4.5 g.L'"). In Chapter 3,
after selecting the bacterial consortium, immobilization tests with biomass were performed with
SS and SOH and biodegradation tests with variation of parameters such as: free and
immobilized cells, individual bacteria and consortium, variation in oil concentration,
biostimulation, reinoculation, and addition of NaCl and bench scale bioreactor test. The
produced bioreactor was able to efficiently biodegrade the oil with an average removal of 52.9%
and a degradation rate of 0.027 d!. Toxicological tests were carried out on effluents with a high
toxicity degree. Finally, the results achieved point to the possibility, through future studies, that
the developed methodology will become a sustainable and economically viable technology.

Keywords: Biodegradation, adsorption, used ship oil, B. pseudomycoides; B. subtilis; B.
tequilensis and B. cihuensis.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade, iniciativas globais para a promoc¢ao da saide e do bem-estar t€ém sido
realizadas, dentre elas a Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel, considerada a
protagonista desses movimentos. Nela foram estabelecidos os Objetivos para o
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), dentre eles a erradicagdo da pobreza, a promocao da
saude e educacdo, prote¢do ao ambiente, sistema igualitario e crescimento econdmico, sendo
essas as bases do desenvolvimento sustentavel (Rocha, 2017).

O desenvolvimento sustentdvel passou a ser uma meta global. A busca por novas
tecnologias que visem a melhora da qualidade de vida da populacdo e a sustentabilidade dos
recursos naturais sao amplamente defendidas e incentivadas (Rocha, 2017; Costa et al., 2013;
Machado et al., 2020). A aplicacdo de medidas de uso sustentdvel da 4gua, através do
tratamento adequado de efluentes, como também de novos métodos de fitorremediacao de
ambientes contaminados, s3o pautados em movimentos globais ao longo da historia, como a
Conferéncia de Estocolmo, a ECO-92, a Agenda 21, a Conferéncia das Partes (Protocolo de
Kyoto), a Cupula de Johanesburgo (Rio +10), e a Rio +20 (Metas de Desenvolvimento
Sustentéavel). A inova¢do tecnoldgica deve ser reorientada para a preservacao do meio ambiente
e ao desenvolvimento sustentavel. O desenvolvimento de um pais estd intimamente relacionado
as oportunidades oferecidas a sua populagao em busca do seu bem-estar, sendo uma das formas
através do incentivo a producdo de conhecimentos que visem tecnologias socialmente
desejaveis e sustentaveis (Costa et al., 2013).

Como consequéncia, a crescente conscientizagdo ambiental associada as rigorosas
legislagdes vigentes tém contribuido significativamente para a implantagdo de estacdes de
tratamento de efluentes como uma etapa obrigatdria no ciclo produtivo dos processos industriais
(Heck, 2013; Mesquita; Leite, 2017).

Atualmente, um dos grandes problemas na producdo industrial ¢ a contaminacdo de
sistemas terrestres e aquaticos por residuos toxicos produzidos por varios processos quimicos.
Contaminantes ambientais tipicos sdo constituidos por compostos organicos € metais. No caso
especifico dos compostos organicos, a exploragdo econdmica do petrdleo e derivados e seu
intensivo uso em diversas aplicagdes sdo responsdveis por muitas das agressdes ambientais
como, por exemplo, derramamentos acidentais de 6leo e derivados no mar, rodovias, fabricas e
postos de gasolina. Suas consequéncias para o meio ambiente € ser humano sdo amplamente
divulgadas na midia, como o vazamento de mais de 1000 toneladas de petréleo em aguas

brasileiras em 2019. Para minimizar tais problemas, as leis de controle ambiental, cada vez mais
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rigorosas, tém determinado limites menores para contaminagdo no meio ambiente e
estabelecidas multas pesadas para os responsaveis por tal polui¢do. Como resultado, as
empresas devem estar preparadas para tratar efluentes liquidos contendo substancias perigosas,
utilizando métodos mais eficientes para prevengao da contaminacao ambiental (Heck, 2013;
Mesquita; Leite, 2017).

Um dos primeiros métodos empregados no tratamento da poluicao de petroleo e seus
derivados ¢ a adsorcao. Essa operagdo corresponde a transferéncia de massa, onde moléculas
de uma fase fluida (gas, vapor ou liquido) se concentram espontaneamente sobre uma
superficie, geralmente solida. Esta é uma propriedade fundamental da matéria, tendo sua origem
nas forgas atrativas entre as moléculas (Elanchezhiyan et al., 2018), sendo utilizados varios
adsorventes como por exemplo as zeolitas, o carvao ativado, a turfa e a vermiculita. Estes
materiais geram um elevado custo industrial, sendo interessantes novas pesquisas em busca de
adsorventes naturais que minimizem estes custos operacionais (Tran et al., 2015; Foletto et al.,
2009; Schneider, 1995).

Biomassas de diferentes fontes vegetais tém sido amplamente estudadas, com o
resultado de que varios biossorventes produzidos mostraram ser adequados para remogao de
um espectro de contaminantes presentes em efluentes. As principais vantagens no uso de plantas
adsorventes para remocao de 6leos sdo devido a sua alta oleofilicidade, abundéancia na natureza,
baixo custo e ndo ser necessario uma regeneracdo apos a adsorcdo, visto que podem ser
utilizadas em fornos para a producgdo de energia ou prensadas para a recuperagdo do 6leo apds
a adsorcdo (Schneider, 1995).

A possibilidade da utilizagao da Salvinia sp. na remogao de 6leos presentes em efluentes
petroquimicos procede de estudos anteriores que revelam sua versatilidade de adsorver
satisfatoriamente diversos contaminantes como metais, corantes ¢ 6leos (Schneider, 1995;
Oliveira et al., 2015; Ferreira et al., 2016; Ferreira, et al., 2017, Oliveira et al., 2019; Ferreira
et al., 2020). Outro ponto importante a destacar sobre esta macrofita ¢ que possui rapida
proliferagdo e grande capacidade de adaptagdo ecologica. Em especial na regido norte
fluminense o seu crescimento excessivo nos corpos hidricos prejudica a biota aquatica,
diminuindo a oxigena¢do da agua, dificultando a penetra¢do dos raios solares, impedem a
navegagao, prejudica esportes nauticos € obstruem canais, 0 que torna necessario 0 manejo
periddico dessas plantas (Esteves, 1988). O destino dado a essa matéria organica ¢ um
problema, no geral acabam indo para os lixdes das cidades. Esses fatores tornam esta linha de

pesquisa bastante vantajosa (Schneider, 1995; Foletto et al., 2009).
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Da mesma forma, estudos que utilizam a biodegradagdo para a biorremediagdo, bem
como o tratamento dos efluentes contendo compostos orginicos sdao promissores. A
biodegradagdao ¢ a transformagdo de compostos organicos por atividade metabolica,
especialmente de microrganismos, resultando na formacao de agua, CO> e biomassa, (Xu ef al.,
2018). Esse processo ¢ utilizado para degradar os compostos de hidrocarbonetos derivados do
petrdleo, cujas cadeias sdo grandes, estaveis e dificeis de romper suas ligagdes de forma
espontanea, o que faz necessario o emprego de técnicas que permitam a retirada ou formagao
de subprodutos indécuos ao ecossistema, por isso o emprego desses microrganismos
(Sakthipriya et al., 2018; Al-Sayegh et al., 2015).

Com base nos conhecimentos sobre adsor¢do da macréfita aquatica Salvinia sp. e
biodegradacdo, dois possiveis métodos foram desenvolvidos, empregando a biomassa
quimicamente modificada dessas plantas como adsorvente e seu uso como suporte para
microrganismos na biodegradacio destes compostos em biorreator. O intuito € que uma vez a
biomassa impregnada de oleo sirva de suporte para que o microrganismo se fixe em sua
superficie, assim acesse de forma mais rapida e eficaz a fonte de carbono, proveniente do 6leo,
otimizando o processo de biodegradagao.

J& existem estudos sobre o tratamento de dguas residuais com o uso de biomassa morta,
biodegradacdo com fungos e bactérias. E pesquisas com reatores bioldgicos que utilizam
biomassa imobilizada como meio de suporte para bactérias t€ém mostrado bons resultados.
Portanto, o aprofundamento das investigagdes na otimizacdo deste processo de tratamento ¢
necessario (Sakthipriya ef al., 2018).

As propostas deste trabalho sdo pertinentes, uma vez que se utilizou a capacidade natural
de adsor¢do da Salvinia sp., porém potencializada. Além disso, essa macrofita servira como
suporte para microrganismos a fim de adsorver e biodegradar compostos organicos, sendo
consequentemente, uma técnica sustentavel, eficaz e de facil aplicacdo, disponivel para dguas

contaminadas por compostos organicos derivados do petréleo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver um método para tratamento de dguas contaminadas por compostos organicos

derivados do petréleo, com o uso da adsor¢do e da biotecnologia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a capacidade de remogao por adsor¢ao com biomassa produzida a partir da macroéfita
Salvinia sp com tratamento quimico e sem tratamento quimico (in natura) em emulsdes de agua
e oleo lubrificante;

b) Estudar a interagdo entre os compostos organicos e esses biossorventes;

c¢) Avaliar o potencial de remog¢ao de 6leo usado de motor de navio por colunas de adsor¢ao
formadas por biomassa produzida a partir da da macrofita Salvinia sp. com e sem modificagdes
quimicas;

d) Identificar e isolar bactérias coletadas em sedimento da Baia da Guanabara;

e) Verificar a capacidade de biodegradagao de 6leo lubrificante usado de motor de navio;

f) Analisar a capacidade de imobilizagdo de cepas bacterianas isoladas e consorciadas em
biomassa produzida a partir da Salvinia sp. (com e sem tratamento quimico) com potencial de
biodegradagdo de 6leo lubrificante usado;

g) Investigar as condi¢des limitantes na produgdo da biomassa de bactérias imobilizadas;

h) Avaliar o potencial de biodegradagcdo de 6leo usado em embarcacdes em biorreator em

batelada em escala de bacada com cepas bacterianas imobilizadas em biomassa da Salvinia sp.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 AINOVACAO TECNOLOGICA E SAUDE PUBLICA

Héa 73 anos, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) definiu a satde como “um
completo bem-estar fisico, mental e social e, ndo apenas a auséncia de doen¢a ou de
enfermidade”. Desde entdo, a satide passou a ser vista como uma questao transversal, ndo s6 do
campo da saude fisica, mas regida como um conjunto de circunstancias inter-relacionadas como
o social, econdmico e ambiental (Rocha, 2017).

“A saude é um valor intemporal” (Rocha, 2017). O bom estado de saude do individuo
¢ uma premissa para o trabalho e uma determinante do desenvolvimento sustentavel. Os
determinantes da saude e os sociais precisam estar conectados, com o objetivo de definir agdes
eficazes para melhorar a satide das populagdes. Para tal, a OMS tem como objetivo a aquisi¢ao
do nivel de saude mais elevado possivel de forma universal. A organizacdo adota que a satde
¢ um direito fundamental do ser humano que deve ser garantido ¢ defendido através da
cooperagdo dos individuos e dos Estados (Rocha, 2017).

Na atualidade, iniciativas globais para a promoc¢ao da satde e do bem-estar, temos a
Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentdvel, que estabeleceu os Objetivos para o
Desenvolvimento Sustentavel ODS, reconhece que para a melhoria da saide é necessario que
haja justica social, protegao ao ambiente e prosperidade coletiva, que sdo essas as bases do
desenvolvimento sustentavel. Para a Agenda continuam a ser prioridades a erradicacdo da
pobreza, a promog¢do da satde e educacdo, a garantia da seguranca alimentar e a nutricdo. No
entanto ela também integra as dimensdes do desenvolvimento sustentavel econdmica, social e
ambiental, assim garantir o principio subjacente de “ndo deixar ninguém para tras” (Rocha,
2017). Sendo o Brasil um dos signatarios da Agenda 2030.

No que tange a politicas internas, no Brasil, a promulga¢do da Constitui¢do Federal de
1988 destaca e fortalece no Brasil a indissolubilidade entre satide e desenvolvimento. Ao
afirmar que a saude ¢ um direito de todos e um dever do Estado. A partir desta premissa €
possivel verificar a satde como um elemento estruturante do Estado de Bem-Estar, o que
ressalta sua integracdo no processo de desenvolvimento. Consequentemente, a visdo da satde
¢ ampliada e entendida como um direito de cidadania com acesso igualitrio e universal (Costa
etal., 2013).

A promogao da satude e da sustentabilidade ¢ gerada pela Politica Nacional da Promogao
da Saude (PNPS), que propicia desenvolvimento seguro, saudavel e sustentdvel, a fim de

minimizar a vulnerabilidade e o risco a saude, frutos do atual sistema de consumo e produgao.
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A instituicdo de territorios saudaveis e sustentaveis sdo protegidos pela Atencdo e Vigilancia
em Saude através de redes de governanga que mediam os diversos interesses que unem atores
sociais, econdmicos € agentes governamentais em prol do desenvolvimento sustentavel do
territorio (Machado et al., 2020).

Um exemplo disso ¢ a area de seguranca quimica, que relaciona as situagdes de risco
para saude com interligacdo entre as dimensdes global e local. Para tal existem inimeras normas
nacionais e internacionais que visam a regulamentar a area, tais como: o Acordo Nacional do
Benzeno, a Convencao de Estocolmo sobre os Poluentes Organicos Persistentes (POPS), a
Convengao de Basileia sobre o Controle de Movimentos Transfronteiricos de Residuos
Perigosos e seu Deposito, a Convencgdo de Roterdd sobre o Procedimento de Consentimento
Prévio Informado (PIC) Aplicado a Certos Agrotoxicos e Substancias Quimicas Perigosas
Objeto de Comércio Internacional, a Convengdo de Minamata sobre Mercurio, entre outras
(Machado et al., 2020).

Dessa forma, a analise dos riscos ou das contaminacdes ambientais em diferentes
territorios, nos quais essas normas instituidas pelas convengdes internacionais se aplicam ou
ndo, se manifestam através das multiplas expressdes da vida humana, como as relagdes
econdmicas, sociais, politicas e culturais. Cabe destaque ao caso de vigilancia do benzeno no
Brasil, em que as operagdes de controle e gestdo de situagdes de risco, envolvem diversos
setores e organizam variados mecanismos de governanga (Machado ef al., 2020).

Outro carater do papel estratégico da saude ¢ também no processo de desenvolvimento,
que promove a articulacdo dos setores de sistema produtivo, de base industrial (quimica,
biotecnoldgica, mecanica, eletronica e de materiais) e de servigos. A esse conceito foi designado
como complexo economico-industrial da satde (CEIS), que visa através do incentivo a
inovacao, producdo de insumos e produtos para a prestacdo de servico a saude, estender seus
efeitos diretos ao setor econdmico e social. Ou seja, trata de uma concepgao de desenvolvimento
que admite varidveis econOmicas € inovativas como promotoras do bem-estar coletivo (Costa
etal., 2013).

Nesse sentido, o CEIS visa promover a inovagao tecnoldgica orientada para a melhoria
do padrao de vida da populacdo, na qual o desenvolvimento de um pais estd correlacionado
com as oportunidades disponibilizadas a sua populacao com o objetivo de fornecer bem-estar.
Para tal se faz necessario o incentivo a novas tecnologias que promovam a responsabilidade

social e a sustentabilidade (Costa et al., 2013).
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3.2 PETROLEO E OLEOS LUBRIFICANTES

O petréleo ¢ uma riqueza natural ndo renovavel que foi e ainda continua sendo
responsavel pela construcdo do modelo econdmico e influenciador na estruturacao da
civilizagdo moderna. Ele faz parte da vida do homem ha mais de dois mil anos, sendo ele ja
utilizado pelas civilizagdes mais avangadas de seu tempo, como os fenicios, que o utilizavam
nas embarcagdes e na construgdo civil. Os egipcios ja faziam uso do 6leo na forma de asfalto e
betume, enquanto que gregos e romanos lancaram mao para fins bélicos (Fontana, 2016). Sendo
até hoje uma importante fonte energética para todos os paises (Xu et al. 2018).

O petréleo ¢ constituido basicamente por uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
com uma quantidade significativa de isdmeros e por outros compostos como asfaltenos, resinas,
compostos sulfurados, oxigenados, nitrogenados e organometélicos (Mayer, 2016; Fontana,
2016).

Um dos compostos advindos do refino do petroleo € o 6leo lubrificante, que mesmo
apds o processo de refino ainda possui as mesmas caracteristicas do 6leo cru, geralmente
constituido por grupos aromaticos, parafinicos, nafténicos e uma pequena porcentagem de
enxofre, oxigénio e nitrogénio (Silveira et al., 2010).

Com o avango da tecnologia as maquinas atualmente possuem alto desempenho,
exigindo cada vez mais melhora na capacidade de lubrificagdo para que possam funcionar
perfeitamente sob condigdes severas, o que demanda uma melhor laboragdao de Oleos
lubrificantes. Atualmente o 6leo lubrificante possui aditivos em sua composi¢do afim de
melhorar sua cor, viscosidade, ponto de fluidez, capacidade antidesgaste, propriedade
anticorrosiva e antioxidante (Silveira et al. 2010).

O dleo lubrificante passa entdo a funcionar como um solvente para aditivos, controlando
o volume e propriedades da superficie, cujos aditivos possuem metais, tais como, bario, célcio,
zinco, chumbo, cromo, magnésio, antimonio, niquel, cAdmio, mercurio e molibdénio, que sdo

assim adicionados ao 6leo para melhorar seu desempenho (Silveira et al., 2010).

3.3 O PETROLEO E DERIVADOS COMO CONTAMINANTES E SEUS IMPACTOS A
SAUDE

Contaminante ¢ considerado qualquer substancia que esteja em ambiente ao qual nio
pertenga (Mesquita; Leite, 2017), sendo o petroleo e seus derivados considerados como tal,
quando acidentalmente ou através do descarte de efluentes, advindos do processo de extracao
ou refino, transporte, processamento entre outras etapas de destino, sdo despejados nos corpos

hidricos.



24

Os hidrocarbonetos podem ser divididos em quatro classes que relaciona sua
complexidade e toxicidade. Os aromaticos apresentam alta toxicidade, sendo associados a
efeitos cronicos e carcinogénicos € apresentam degradacao lenta. Os alcanos, que possuem
cadeias simples e ramificadas, apresentam baixa toxicidade e sdo mais faceis de degradar. Os
alcenos, encontrados em maior quantidade na gasolina, e os cicloalcanos possuem cadeias
fechadas, saturadas e homogéneas, o nivel de toxicidade varia com sua estrutura molecular e
sao resistentes a degradacdo (Mesquita; Leite, 2017). Os alcenos que dependendo de sua
conformagao podem pertencer aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, podem se acumular
na cadeia alimentar, levando a efeitos mutagénicos e /ou carcinogénicos. Além disso, asfaltenos
sdo 0s compostos que possuem estruturas moleculares complexas e mais resistentes a
biodegradacdo (Gurav et al., 2017).

O dleo lubrificante, além de possivelmente ter em sua composi¢dao os grupos listados
acima, também possui diversos aditivos em sua constitui¢do, cujos danos a saide humana
incluem necrose e congestao hepatica, degeneracio gordurosa e dissociagdo de hepatocitos. A
exposicao a alta concentragdo de 6leo pode causar doengas renais, danos a medula 6ssea e pode
aumentar o risco de cancer (Bhurgri et al., 2017).

Outro grupo de contaminantes de destaque, vindos do 6leo lubrificante, sdo metais,
como ferro, cobre, cadmio, niquel, zinco e chumbo, que, além de estarem na composi¢dao do
0leo, suas concentragdes tendem a aumentar com o uso do 6leo. Isso ocorre devido ao desgaste
das ligas metélicas que compdem as pegas do motor (Silveira et al., 2017). Os efeitos de
carcinogenicidade, neurotoxicidade, nefrotoxicidade, danos aos sistemas enddcrino,
reprodutivo e respiratorio sdo amplamente estudados e divulgados em estudos sobre risco a

exposicao desses metais (Miranda et al., 2019; Moreira et al., 2016).

3.4 POLUICAO AQUATICA, EFLUENTES OLEOSOS E OS IMPACTOS AMBIENTAIS

O mar encontra-se no centro do comércio internacional, por ser via de comunicagao,
que favorece as trocas econdmicas internacionais, e por abrigar infinitos recursos exploraveis,
que s6 aumentam em funcao do progresso tecnologico (Heck, 2013).

O transporte maritimo ¢ viabilizado por uma frota de 50.000 navios, sendo atualmente
quase 8.000 navios petroleiros, navegando pelos mares e oceanos. A quantidade de petroleo
transportada por essas embarcacdes € estimada em cerca de 1,9 bilhdo de toneladas a cada ano
(Heck, 2013).

Quando um navio-tanque descarrega o petroleo transportado, ele deve encher seus

tanques com agua do mar para garantir o equilibrio da embarcacdo, em que ¢ exigida a
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separagdo dos compartimentos que contém agua do mar para estabilidade, petréleo ou outra
carga. Entretanto, também ¢é necessario que esses navios petroleiros ¢ os demais fagam a
limpeza de seus tanques no porto, em instalagdes apropriadas. Desta forma, em nameros, a
poluicao intencional causada por petroleiros representa entre 0,7 e 1,5 milhdao de toneladas de
hidrocarbonetos, ou seja, 1 milhdo de toneladas por ano em média. Além disso, calcula-se que
outros 4,8 milhdes de toneladas de hidrocarbonetos sejam descartados no mar por navios nao
petroleiros (Heck, 2013).

Além da poluicao causada pelos navios e acidentes com vazamentos provenientes da
extragdo do petrdleo, outras atividades também s3o responsaveis pela contamina¢do ambiental
com derivados do petroleo. A maior parte do 6leo que chega aos oceanos vem de atividades
como derramamentos acidentais durante a perfuracao, producao e transporte, rompimentos de
tanques, vazamentos em tubulacdes durante a limpeza de equipamentos, descarga durante o
transporte de tanques de navios, 6leo lubrificante descartado em aguas pluviais, portos,
terminais de petroleo, falhas no gasoduto e sistemas de esgoto (Santisti et al., 2015; Foletto et
al., 2009).

No ano de 2018, a Petrobras produziu 2,83 milhdes de barris de petréleo, gerando 120
mil toneladas de residuos perigosos. Para essas operagoes, recolheu 182,3 milhdes de m* de
agua dos recursos hidricos, dos quais reutilizou 84 milhdes de m* de 4gua e descartou 289,1
milhdes de m* de efluentes. Quanto aos vazamentos acidentais, foram 16 casos, totalizando
18,47 m? de petrdleo (Petrobras, 2019).

Os 6leos derivados do petrdleo podem entrar no meio ambiente através do vazamento
de petroleiros, refinarias de petréleo, industrias petroquimicas, processamento de metais,
lubrificantes, lavagem de carros e operagdes por mecanicos de automoveis. Essas fontes difusas
causam os principais problemas ambientais, especialmente na dgua (Bhurgri ef al., 2017). Os
vazamentos de Oleo sdo prejudiciais ao ecossistema aquatico e causam forte impacto
econdmico, com énfase aqueles que exploram os recursos marinhos como fonte de renda. Sao
exemplos de setores que sofrem grandes prejuizos com esses vazamentos, as areas costeiras,
onde sdo exercidas atividades de recreacdo, turismo, portos, estaleiros, empresas que dependem
de 4guas limpas para operacdo, bem como areas de exploracdo e criagdo de recursos marinhos
(Foletto et al., 2009).

Um exemplo, em 2010, foi o vazamento de 5 mil barris de petroleo no Golfo do México
(cerca de 800 mil litros), que produziu uma mancha de 175 mil Km?, 4rea equivalente a 11

vezes a cidade do Rio de Janeiro, o que causou um prejuizo de 600 milhdes de dolares, além de
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danos ambientais sem precedentes (Tran et al., 2015). No ano seguinte, 2011, no Brasil ocorreu
acidente similar na bacia de Campos. A petroleira americana Chevron, operadora do campo, foi
a responsavel pelo acidente, de onde vazaram 3.700 barris de 6leo (cerca de 580 mil litros),
produzindo uma mancha de 163 Km? (Almeida et al., 2017). Em agosto de 2019, o Brasil sofreu
o maior desastre ambiental j& registrado no litoral brasileiro, em que o vazamento de petroleo
contaminou 2 mil Km do litoral. Sua origem ainda é desconhecida, nenhum responsavel foi
reconhecido e devidamente responsabilizado (Pena et al., 2020). Os danos ao meio ambiente
causados por esses derramamentos sao devidos as propriedades fisicas € composi¢ao quimica
do petroleo, como também pelas atividades de limpeza (Foletto et al., 2009).

Outro ponto de destaque na area de polui¢ao ambiental por derivados do petroleo sdo as
aguas de pordo de navio, que se trata da mistura a d4gua com fluidos oleosos, lubrificantes,
fluidos de limpeza e outros residuos que ficam condicionados na parte mais baixa do navio. Se
descartadas sem tratamento essas dguas também contribuem para a contaminag¢ao dos corpos
hidricos (Babicz, 2015).

E indubitavel que a exploragdo do petrdleo ¢ as atividades industriais continuam sendo
essenciais para os avancos da sociedade moderna, e ainda continuardo. Dessa forma, ¢
imprescindivel o estudo continuo de tecnologias, que ajudem na sustentabilidade dessas

operagoes, mitigando, recuperando e preservando o meio ambiente.

3.5 TRATAMENTO PARA REMOCAO DE OLEOS E LEGISLACAO

Existem trés situagdes em que o uso de técnicas para remocao de 6leos se faz necessario.
A primeira s3o os derramamentos, em que, uma vez ocorrido o acidente, € preciso dispor de
tecnologias rapidas e eficientes de contencdo imediata e limpeza. A segunda € a remediagdo de
areas contaminadas e, por ultimo, o tratamento de efluentes industriais.

O dano ambiental causado pelo derramamento de 6leo pode ser reduzido através do
desenvolvimento de estratégias eficazes de mitigagdo e limpeza. Limpezas mecanicas,
bioldgicas e quimicas sdo trés dos métodos mais utilizados para minimizar e mitigar os efeitos
do vazamento. A limpeza mecanica envolve o uso de equipamentos € maquinas, tais como
barreiras, skimmers e materiais absorventes para facilitar a captura e o armazenamento de 6leo
derramado. O tratamento bioldgico envolve o uso de microrganismos para a biodegradacao de
componentes oleosos, enquanto que o método quimico inclui a combustao dos 6leos flutuantes
e o uso de agentes dispersantes e solidificantes. As queimadas sdo frequentemente consideradas

como ultimo recurso, devido a grande produgdo de fuligem e estufas. No meio de todos os
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procedimentos utilizados para a reparacao de dleo, a extracdo mecanica de 6leo por sorventes
(adsor¢do) ¢ considerada um dos métodos mais eficientes e economicos (Tran et al., 2015).

Até o momento, uma ampla gama de materiais, como adsorventes naturais, polimeros
microporosos sintéticos € nanomateriais a base de carbono, algodao, fibra de algodao, casca de
arroz, fibra de arroz, prolipropileno e perlita, foram utilizados e estudados para remocdo de
derramamentos de dleo (Foletto et al., 2009; Tran et al., 2015).

Os adsorventes sao materiais que podem ser distribuidos na superficie da agua e
adsorvem o produto quimico liquido, necessitando que o sorvente seja menos denso que a agua.
Os mecanismos de sor¢do para todos os produtos quimicos liquidos sdo diferentes. Para
adsorcao de oleo, o sorvente deve ser altamente seletivo e possuir propriedades oleofilicas e
hidrofobicas para a separagdo de misturas 0leo-dgua (Tran et al., 2015).

Técnicas convencionais de remediagcdo para as dguas residuais oleosas foram usadas
através de varios métodos, empregando diferentes tecnologias bioldgicas, quimicas e fisicas.
Os procedimentos de remedia¢do fisica incluem adsor¢do, flotagdo do ar, filtragdo por
membrana, extracdo, entre outros, enquanto os métodos quimicos incluem eletrocoagulacao,
oxidagdo imida, oxidagao eletrolitica e oxidagdo catalitica por ozonio. Embora os tratamentos
fisicos e quimicos possam ser usados para limpar efluentes oleosos de forma rapida, sdo muito
caros, podem gerar produtos toxicos adicionais, como também produzir facilmente
contaminag¢do secundaria (Kureel et al., 2017; Tian et al., 2018).

Para o tratamento de efluentes industriais métodos convencionais incluem a separagao
por gravidade, filtragem com membranas, coagulacdo quimica, osmose inversa,
biorremediadores, processos bioldgicos, coalescedores e ultra filtracdo (Cunha, 2017; Kayvani
et al., 2016). Contudo, estes métodos possuem limitagdes e desvantagens para a remocao de
6leo, visto que alguns possuem elevado gasto de energia e alto custo operacional e até mesmo
incrustagdes. Tais fatores estimulam o desenvolvimento de processos e\ou novos materiais para
o tratamento desses efluentes de forma eficiente e econdmica (Hackbarth, 2014).

Uma técnica de tratamento de elevada eficiéncia e amplamente utilizada para a remogao
de diversos contaminantes presentes em efluentes industriais ¢ a adsor¢do. Sua principal
vantagem ¢ a transferéncia das espécies de contaminantes do efluente para uma fase solida,
reduzindo o volume de descarte ao minimo. Ainda, trata-se de um processo de elevada
flexibilidade, simplicidade, facilidade de operagdo e de insensibilidade aos compostos toxicos.

Como vantagens sobre outras operagdes de separagdo, a adsor¢do apresenta um baixo consumo
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de energia, possibilita a separagdo de misturas e nao necessita do uso de outros componentes
para a ajudar a separagdo (Costa, 2016; Scheer, 2002).

A busca por tratamentos eficientes, de baixo custo, e provenientes de fontes renovaveis
que nao necessitam de regeneragdo apos o uso, fez com que estudos com biossorventes se
tornassem promissores na remog¢ao dos contaminantes oleosos (Costa, 2016).

No Brasil, o langamento de efluentes no meio ambiente ¢ regulamentado pelos 6rgaos
ambientais e de saude publica. No entanto, € necessario passar por algum tipo de tratamento a
fim de se adequar aos requisitos para disposi¢ao final no ambiente a que se destina (Costa,
2016).

A resolugdo do CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, dispde sobre as condicdes e
padrdes de langamento de efluentes, complementa e altera a Resolugao n® 357, de 17 de margo
de 2005, que estabelece o limite permitido para efluente oleoso de 20 mg L™ (Brasil, 2011).
Independentemente da forma como o 6leo se apresenta, seu descarte somente ¢ permitido apos
a remogao dos solidos em suspensdo (Costa, 2016).

A Resolugdo n° 393 do CONAMA, de 2007, estabelece que o descarte da 4gua oleosa
gerada na producgdo e\ou exploracdo do petrdleo deve obedecer a concentragdo média mensal
de 6leos e graxas de até 29 mg L', com valor maximo diario de 42 mg L. A mesma resolucio
também sinaliza outros parametros de controle no futuro, como monitoramento semestral de
fracdes organicas soluveis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), Benzenos,
Toluenos, Etilbenzenos e Xilenos (BTEX), hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) (Brasil,
2007).

3.6 ADSORCAO

A adsorcao ¢ um fendmeno fisico-quimico em que ocorre transferéncia de massa do
meio liquido ou gasoso para a superficie sélida de um material (Leite et al., 2017). Como a
adsor¢do ¢ uma técnica de separacdo muito simples e versatil, existe farta literatura sobre os
diversos materiais capazes de remover hidrocarbonetos de solugdes aquosas (Costa, 2016; Leite
etal, 2017; Yuet al., 2017; Elanchezhiyan et al. 2018; Huang; Yan, 2018; Franco et al., 2014;
Diraki et al., 2018).

3.6.1 Modelos matematicos e o estudo dos mecanismos de adsorcao
No estudo dos materiais adsorventes, ¢ importante entender os mecanismos de adsor¢ao
e de fatores internos e externos responsaveis por esse processo para que, a partir dessas

informagoes, se possam manipular esses fatores a fim de otimizar a adsor¢do. Para tal, sdo
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utilizados modelos matematicos que definem como e de que forma sdo regidos esses
mecanismos.

O equilibrio de adsorcdo ¢ considerado essencial para aquisi¢ado de informagdes
relevantes no processo de separagdo por adsor¢ao. Quando uma determinada quantidade de um
solido (adsorvente) entra em contato com certo volume de um liquido, contendo um soluto
adsorvivel (adsorvato), o processo de adsorcdo ocorre até que o equilibrio seja alcancado
(Nascimento et al., 2015).

Uma isoterma de adsor¢ao mostra a relagdo de equilibrio entre a concentragao do
adsorbato na fase liquida e a sua concentracao retida nas particulas adsorventes a temperatura
constante. A isoterma ¢ normalmente utilizada para avaliar a capacidade do material para
adsorver uma molécula em particular. Existem diferentes modelos matematicos que podem ser
utilizados para se estimar os mecanismos de adsor¢ao e para tal sdo necessarios experimentos
utilizando uma quantidade fixa de adsorvente com varia¢ao da concetragao de adsorbato e assim
medindo-se a sua concentragdo no equilibrio (Ce) em uma determinada temperatura. A partir
da variacao destes parametros, pode-se construir uma curva utilizando estas medigoes e, assim,
conhecer o modelo matematico que melhor se ajusta ao material em questdo (Fontana, 2016).

3.6.1.1Langmuir

O modelo de Langmuir, apresentado pela equagdo 1, ¢ um dos modelos mais utilizados
para representacao dos processos de adsorcao. Para isso, € preciso se considerar os pressupostos
de que existe um numero definido de sitios ativos de mesma energia, onde as moléculas
adsorvidas ndo interagem umas com as outras, € a adsor¢do ocorre em monocamada, cujo sitio
ativo somente interage com uma unica molécula adsorvida (Nascimento et al., 2015).

q= Gmax*K XCe
1+ K xC,

Equacao 1
Onde, q: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g); qmax:
capacidade maxima de adsorgdo (mg g'); Ki.: constante de interagdo adsorvato com adsorvente
(L mg™!); Ce: concentragiio do adsorvato no equilibrio (mg L).

Por meio dos valores obtidos para as constantes, qmax € Ki, € possivel calcular o valor
Rp (fator de separacdo) pela equagao 2, que corresponde ao grau de desenvolvimento do

processo de adsorcao.

1
1+ K1 Xqmax

R, = Equagdo 2

Obtido o valor de Ry, € possivel inferir que, na maioria das situagdes de adsor¢do, o

adsorvato tem preferéncia pela fase sélida do que a fase liquida. Entdo, a adsorcao ¢ dita
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favoravel, quando 0 < Ry < 1. Caso o soluto tenha maior afinidade pela fase liquida ao invés da
solida, Ri> 1 indica adsor¢ao ndo favoravel. Da mesma forma, Ri=1 corresponde a uma
isoterma linear, ou seja, adsor¢do baixa (Nascimento et al., 2015).

3.6.1.2Freundlich

O segundo modelo também comumente utilizado ¢ o modelo de Freundlich. Este
modelo empirico pode ser aplicado a sistemas ndo ideais, em superficies heterogéneas, com
adsor¢ao em multicamadas. Considera varios tipos de sitios de adsor¢do, que, por consequéncia,

possuem diferentes energias adsortivas. A equagao 3, representa o modelo matematico.

1
g. = Kp X C,n Equagdo 3

Onde, ge: quantidade de soluto adsorvido (mg g™!); Ce: concentragio de equilibrio em solucio
(mg L1); 1/n: constante relacionada a heterogeneidade da superficie; Kr: constante de
capacidade de adsor¢do de Freundlich (mg/-("™ (g!) L'™).

A partir dos valores obtidos pela equagdo, ¢ possivel inferir que a adsor¢ao ¢ favoravel
no caso de 1< n <10. Entretanto, quanto maior for o valor de n, mais forte a interagdo entre o
adsorvato e o adsorvente, indicando adsorgao irreversivel (Nascimento et al., 2015).

3.6.1.3 Estudo cinético

A cinética de adsorcdo ¢ expressa como a taxa da quantidade de material adsorvido na
solucao em fung¢do do tempo. Pelo comportamento obtido, € possivel verificar se a remogao das
moléculas ocorre em diregdo ao interior da particula do adsorvente, as quais deverao migrar até
as regides mais internas da particula através dos macroporos (Nascimento ef al., 2015).
Pseudo-segunda ordem

O modelo de pseudo-segunda ordem, desenvolvido por Ho em 1998, considera que a
adsor¢do ocorre pela interagdo do adsorvato com dois sitios ativos do adsorvente e baseia-se na
capacidade de adsor¢do no equilibrio (Nascimento et al., 2015). Este modelo ¢ representado
pela equacdo 4.

t _1

==+ k, Xt Equacio 4
(de—qr) 45 2 quag

Onde, k»: constante da taxa de adsor¢do de pseudo-segunda ordem (g mg.min') e qi: quantidade
de soluto adsorvido no tempo t (mg g)
Elovich

A equacdo de Elovich, desenvolvida em 1934, assume que a superficie do adsorvato

possui sitio ativos de diferentes energias, € que o processo inverso (dessor¢ao) e as interagdes
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entre as proprias moléculas ndo podem afetar a cinética de adsor¢do (Fontana, 2016). A equagao

5 representa o modelo.
1
qtzlen(1+ aXxpBxt) Equagio 5

Onde, a: taxa de adsor¢do inicial (mg g.min'); B: constante de dessor¢do (mg g™'); qc:
quantidade de soluto adsorvido no tempo t (mg g™!); t: tempo.
Difusdo intraparticula

O modelo de difusdo intraparticula, desenvolvido por Weber e Morris, considera que o
adsorvato entra nos poros do adsorvente. A equacao deste modelo pressupde que a isoterma
obtida segue o modelo de Freundlich (Nascimento et al., 2015). O modelo em questdo ¢

representado pela equacao 6.
q,= Ky xt* +C Equagdo 6
Onde, q:: quantidade de adsorvato adsorvida na fase sélida (mg.g™ ") em determinado

0.5)

tempo t (min); Kq: coeficiente de difusdo intraparticula (mg.g” 'min”°°); C: constante

relacionada com a resisténcia a difusio (mg.g™).

Vale destacar que este modelo ndo leva em consideragdo parametros importantes como
a porosidade, raio da particula e o comportamento cinético nos tempos iniciais do processo, nas
proximidades de t = 0, uma vez que o tempo ¢ t'’? na equacdo do modelo (Nascimento et al.,

2015).

3.6.2 Termodinimica

A termodindmica ¢ a parte das ciéncias fisicas, que examina os fluxos de energia entre
sistema e vizinhanca. No processo de adsorcdo, esses fluxos de energia acontecem para que
forgas atrativas atuem e assim ocorra o processo de interagdo adsorvente-adsorvato. Esse fluxo
¢ medido pela energia de Gibbs, cuja variagdo da energia negativa (AG < 0), a uma dada
temperatura, indica que esse processo de adsor¢ao € espontaneo. O oposto vale para valores
positivos (AG > 0), ou seja, processo nao espontaneo (Cambium, 2009), sendo calculado pela
equacao 7.

AG =AH —T X AS Equagdo 7

Onde, AH: variagdo de entalpia; AS: variacdo de entropia do processo de adsor¢ao.

Os valores de entalpia auxiliam a compreender os mecanismos de adsor¢ao, em que AH
de até 25 KJ mol™! pode ser indicativo de uma fisissor¢io, enquanto que a adsor¢io pode ser

classificada como quimissor¢do para 40 KJ mol™! (Cambium, 2009).
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A variagdo de entropia negativa indica que nenhuma mudanca significativa ocorre na
estrutura interna do adsorvente, apds o processo de adsor¢do, bem como uma diminui¢do na

aleatoriedade na interface solido-solugao (Cambium, 2009).

3.6.3 Adsorcao em coluna

O processo de adsorcao pode ser realizado em diferentes sistemas, dentre os mais
comuns estao os sistemas de adsor¢do em batelada ¢ em coluna de leito fixo. Geralmente, a
adsor¢ao em batelada ¢ mais utilizada em escala laboratorial, pois seu sistema operacional ¢
simples, utiliza equipamentos de baixo custo, e, por se tratar de um sistema fechado, permite
melhor controle de todo o processo. O sistema de adsor¢do em colunas de leito fixo € o mais
utilizado em escala industrial, visto que permite melhor aproveitamento do material adsorvente,
bem como um tratamento mais rapido e continuo do efluente (Figueredo, 2014).

O estudo da eficiéncia de adsor¢ao em coluna de leito fixo se baseia na construg¢ao da
curva de ruptura, ponto em que ocorre a saturagdo do adsorvente, em que ja reteve 0 maximo
de adsorvato possivel. A curva de ruptura ¢ afetada por diversos fatores, dentre eles a vazao de
alimentagdo, a concentracdao inicial de soluto, altura de empacotamento do adsorvente e
natureza do equilibrio do processo de adsor¢ao. A Figura 1 representa o esquema de uma curva
de saturacdo para uma coluna de adsor¢do em leito fixo, em que a regido inicial até o ponto de
saturagdo ¢ denominada Zona de Transferéncia de Massa (ZTM), regido onde efetivamente
ocorre a transferéncia de massa do processo de adsor¢ao, cuja concentracao do adsorvato varia
entre 5 e 95% referente a inicial (Ribas, 2016). Em outras palavras, ¢ de acordo com a area
desta regido que se pode verificar a eficiéncia adsortiva da coluna.

Figura 1: Curva de ruptura em Coluna de leito fixo.
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O tempo total do processo de adsor¢@o em coluna de leito fixo € calculado pela Equagao

8 e ¢ definido como proporcional a capacidade maxima de adsor¢ao da coluna.
_ (leoss Cs <
t; = fo (1 Co) dt Equagdo 8

Onde, Cs: Concentracio de saida do leito (mg L™!); Co: Concentragdo inicial (mg L™).
O tempo util do processo de adsor¢do em coluna de leito fixo ¢ calculado pela Equagao

9, e ¢ definido como o instante percorrido até o ponto de ruptura.
t Cq R
t, = foq(l — C_o) dt Equagdo 9

Onde, Cq: Concentragio de saida do leito no ponto de quebra (mg L!); Co: Concentragio
inicial (mg L™!); ts: Tempo de quebra (min).

A altura util representa a altura total de empacotamento da coluna com o material
adsorvente, utilizado durante todo o processo de adsor¢do até o ponto de ruptura, dado pela

equagao 10.
t
H, = t—" X H; Equagdo 10
t

Onde, tu: Tempo util (min); t: Tempo total (min); Hi: Altura total de empacotamento da
coluna (cm).
Por fim, o pardmetro mais importante, a capacidade de saturacao da coluna, ou seja, a

capacidade total de adsor¢ao do adsorvente, calculada pela equagao 11.

CeXs

q: = X t; Equacdo 11

Maqs
Onde, =: Vazio volumétrica de alimentacdo (mL min™'); maas: Massa do adsorvente (g).
Ap0s os calculos dos parametros da coluna, € feito o estudo do modelo de adsor¢do em
coluna por Bohart-Adams (Equagdo 12). Esse modelo se baseia que a taxa de adsor¢do ¢
proporcional a concentragao das espécies e que o equilibrio ndo € instantdneo. Geralmente ele
¢ utilizado para descrever a parte inicial da curva de ruptura (Sonobe, 2018).

Cs ~
In (C_) =KAB><CeXt—KAB><N0X% Equagdo 12

Onde, Kag: constante cinética de Bohart-Adams (mL.min"'.g!); No: capacidade de
adsorcdo da biomassa (cm.g™).

O estudo do modelo foi realizado com o grafico de In (Cy/C,) versus t que fornece o
valor do coeficiente de correlacdo (R?), constante cinética (Kag) e concentragio de saturacdo

(No).
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3.6.4 Caracterizacao fisico-quimica do biossorvente

A caracterizacdo fisico-quimica ¢ um conjunto de andlises que permite fazer um
mapeamento das principais caracteristicas do material produzido, no caso deste estudo, o
biossorvente. Com isso, € possivel prever seu comportamento sob determinadas condigdes e
manipular agentes externos como pH, temperatura, concentragdo do adsorbato e tempo de
contato, a fim de melhorar os resultados objetivados. Assim, conhecer os principais
grupamentos funcionais ¢ de suma importancia para entender as principais caracteristicas
estruturais do objeto de estudo.

O Ponto de Carga Zero (PCZ), ¢ um dos primeiros testes feitos. Ele permite verificar o
pH no qual a carga superficial total do adsorvente ¢ nula. Uma vez obtido esse valor de pH ¢
possivel prever de acordo com o pH do meio, se a distribuicdo das cargas no material ¢
positivamente carregada quando o pH da solugdo ¢ menor que o pHpcz € se ¢ negativamente
carregada quando o pH da solucdo ¢ mais alto que o pHrcz (Zago, 2010).

Os grupos funcionais superficiais de materiais adsorventes derivados do carbono
dependem, essencialmente, do conteiido de heteroatomos e, principalmente, do contetido de
complexos superficiais de oxigénio, que determinam, além da carga da superficie, a sua
hidrofobicidade. Dentre os heteroatomos presentes na superficie dos carvoes, o mais importante
destes elementos € o oxigénio, que pode estar ligado na forma de varios grupos funcionais, tais
como acidos carboxilicos, lactonas, fenois, cetonas, quinonas, alcoois e éteres. Esses grupos
tornam os materiais adsorventes, derivados do carbono, mais hidrofilicos e acidos, diminuindo
o valor do pH e do ponto de carga zero. As cetonas e os éteres podem ser os responsaveis pelas
propriedades bésicas da superficie desses materiais, jJuntamente com as pironas € 0S Cromenos.
Alguns complexos superficiais com oxigénio sdo aptos a atuar como sitios basicos, devido a
existéncia de regides ricas em elétrons m nas camadas grafénicas, que atuam como base de
Lewis e recebem protons em solucdo (Zago, 2010).

Métodos para determinagao dos grupos funcionais superficiais incluem a espectroscopia
de ressondncia magnética nuclear, medidas eletrocinéticas, técnicas titulométricas,
espectroscopia de infravermelho, espectroscopia fotoeletronica de raios-X, entre outras
(Boehm, 2002).

Outro fator decisivo no processo de adsorcdo ¢ a porosidade, que permite a
acessibilidade do adsorvato na superficie do material através de seus poros. Os poros sdo
classificados em microporos (= < 20 A), mesoporos (20 <= < 500 A) e macroporos (s > 500

A) (IUPAC, 1995).
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Os microporos contribuem para adsor¢do de moléculas com dimensdes pequenas, tais
como gases ¢ solventes comuns. Por outro lado, os mesoporos sdo responsaveis por adsorver
moléculas grandes, como os corantes, enquanto que 0S macroporos servem como meio de
transporte para as moléculas gasosas (Zago, 2010).

E possivel determinar experimentalmente a area superficial dos solidos porosos, pelo
método criado por Brunauer, Emmett e Teller (BET). Esses autores desenvolveram uma
equagao, que relaciona os valores de referéncia com aqueles obtidos a partir das isotermas de
adsor¢do. Desta forma, ¢ possivel obter a area especifica do solido, e também quantificar o

volume total de poros do material (Zago, 2010).

3.7 SALVINIA SP.

A vegetagdo de macrofitas aquaticas de dgua doce tem um papel ecoldogico muito
importante, pois sdo consideradas filtros d’agua. No Brasil, devido ao clima apropriado,
diversas espécies apresentam altos indices de reprodugdo, como no caso de Macaé e Rio das
Ostras (RJ), que possuem uma produgao expressiva dessas macrofitas (Esteves, 1998; Kissman,
1991; Carvalho, 2012).

Em 1995, Schineider aponta o uso da biomassa de macrofitas secas e trituradas como
proposta a biossor¢ao de metais. Dentre as vantagens observadas, pode-se destacar a facilidade
de armazenamento, transporte e diminuicdo da producdo de residuos (Schineider,1995).
Apresentam um custo de produgdo bem mais baixo, quando comparado com outros materiais,
como, por exemplo, carvao ativado (Muramoto, 1983).

A Salvinia sp. ¢ um dos géneros da familia Salviniaceae, tendo a forma bioldgica de
macrofita aquatica flutuante livre. Sdo plantas inferiores, pteridofitos com estrutura

simplificada (Kissman, 1991). Sua forma pode ser observada na Figura 2.

Figura 2: Forma bioldgica da Salvinia sp.
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Estudos sobre a adsor¢do tem buscado o uso de diferentes materiais para a remogao de
6leo em diferentes materiais e finalidades. Dentre eles, as pesquisas relacionadas ao uso do
carvao ativado produzido pela Causuarina equisitifolia para a remog¢ao de hidrocarbonetos
(Leite et al., 2017), a membrana feita de chitosana celulase para separacao de 6leo emulsionado
(Yu et al., 2017), aerogel de grafeno na separacdao de emulsdo 6leo/dgua (Huang; Yan, 2018),
nanosilica funcionalizada para remocao de 6leo em agua de perfuracao de petroleo (Franco et
al., 2014) e nanoplaquetas de grafeno para remogao de 6leo em emulsao (Diraki ef al., 2018).

O uso de materiais adsorventes alternativos, obtidos a partir de residuos organicos, ¢
considerado atualmente como método eficaz no processo de remog¢do de contaminantes em
solugdo, de baixo custo e de baixa complexidade (Costa, 2016).

Estudos sobre remoc¢do de oleo proveniente de derramamentos compararam a
capacidade de adsor¢do, entre os 6leos nujol e lubrificante SAE 15W/40, com adsorventes
Salvinia sp., casca de amendoim, casca de arroz in natura, cinzas de casca de arroz, borra de
café, sabugo de milho triturado, carvao ativado, serragem e turfa canadense (comercial). O

adsorvente com o melhor resultado para ambos os 6leos foi a macrofita Salvinia sp. (Foletto et

al., 2009).

3.8 BIODEGRADACAO

Em paralelo as pesquisas sobre adsor¢do, a area de biodegradagdo de compostos
organicos com diversos microrganismos vem crescendo e apontando para a viabilidade de
utilizagdo desses microrganismos no tratamento de efluentes derivados do petrdleo, incluindo
a recuperacao de areas degradadas (Lima et al., 2019; Bhurgri ef al., 2017). Dentre os diversos
mecanismos de biodegradagdo propostos atualmente, um dos mais eficientes ¢ o uso de suporte
de material mesoporoso para a fixagdo do microrganismo (Ke ef al., 2018). Para tal, de acordo
com a literatura, bactérias potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos foram isoladas de

sedimentos e/ou dguas contaminadas (Lima et al., 2019; Bhurgri et al., 2017).

3.8.1 Estudos de biodegradacio por bactérias

A biodegradacao de hidrocarbonetos do petroleo recebeu maior aten¢ao nos ultimos
anos devido ao seu potencial de biodegradacdo apontar, ndo s6 para sua aplicagdo na
biorremediacdo, como também na recuperacao aprimorada de petrdleo e correcao de problemas
em plantas onshore e offshore (Sakthipriya et al., 2018).

O uso de bactérias para degradar poluentes ambientais tornou-se uma tecnologia

promissora, devido ao seu baixo custo e sustentabilidade. O continuo desenvolvimento e
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aperfeicoamento de tecnologias de biorremediagdo também forneceu informagdes importantes
para remediar a polui¢cdo por hidrocarbonetos de petrdleo, trazendo resultados que atrairam
muita atencao para o aprimoramento e aplicacdo deste método (Al-Sayegh et al., 2015; Gurav
etal.,2017; Xu et al., 2018; Sakthipriya et al., 2018; Tian et al., 2018).

As Dbactérias produzem compostos diferentes, como biossurfactantes, enzimas,
emulsificantes, dentre outros compostos, que ajudam na captagdo e¢ biodegradagdo de oOleos
brutos (Al-Sayegh et al., 2015).

Muitas espécies bacterianas advindas de diversos ambientes foram isoladas e utilizadas
como biodegradadoras de hidrocarbonetos do petroleo. A biodegradagdo ou biotransformagao
do petroleo bruto ¢ um processo de conversdo das cadeias pesadas do petréleo bruto em
compostos mais leves. Devido a sua versatilidade, as bactérias desempenham um papel
importante durante essa biotransforma¢ao de hidrocarbonetos. Entretanto, nao ha espécies
unicas que degradem completamente hidrocarbonetos complexos. Existem mais de 175 géneros
de bactérias relatados, que utilizam apenas hidrocarbonetos ou quando misturados com outros
nutrientes, sdo capazes de se desenvolver. Dentre algumas delas, estdo Achromobacter sp.,
Actinobacteria sp., Arthrobacter aurescens, Bacillus cereus, Bacillus cibi, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Coprothermobacter sp., Desulfitobacter
sp., Desulfosporosinus sp., Gammaproteobacteria sp., Methanobacterium sp., Methanosaeta
sp., Mycobacterium givum, Novosphingobium pentaromativorans, Ochrobactrum sp., Pantoea
agglomerans, Planomicrobium alkanoclasticum, Pseudomona sp., Pseudomona aeruginosa,
Rhodobacter sp., Rhodococcus erythropolis e Stenotrophomonas acidaminiphila (Al-Sayegh et
al., 2015).

Estudos mostraram que as vias de degradacao de uma variedade de hidrocarbonetos de
petrdleo (por exemplo, alifaticos e poliaromaticos) empregaram reagdes oxidantes. No entanto,
essas vias diferem bastante devido as oxigenases especificas encontradas em diferentes espécies
bacterianas. Por exemplo, algumas bactérias podem metabolizar alcanos especificos, enquanto
que outras quebram fragdes aromaticas ou de resina de hidrocarbonetos. Esse fendmeno esta
relacionado a estrutura quimica dos componentes de hidrocarbonetos de petroleo, bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos de petrdleo e o tipo de componentes de petrdleo que sofrem

degradacao (Xu et al., 2018).

3.8.2 Consorcios bacterianos
Devido a estrutura quimica complexa dos hidrocarbonetos derivados do petrdleo, ainda

ndo foi relatado na literatura uma espécie de microrganismo capaz de sozinha degradar todas
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as diversas cadeias de hidrocarbonetos. Por isso, € estudado o uso de consoércios de
microrganismos, que possam, em a¢do conjunta de cooperagdo, promover a maior degradacao
possivel das diferentes cadeias carbdnicas advindas do petroleo e seus derivados (Santisti et al.,
2015; Gurav et al., 2017; Tian et al., 2018).

Recentemente, o uso de consorcios, ou seja, a combinacdo de véarias espécies
bacterianas, para biodegradagdo de petroleo tem apresentado maior eficiéncia de degradacio na
remediacdo de hidrocarbonetos, devido as atividades enzimaticas mais amplas (Tian et al.,
2018).

Um consorcio microbiano fornece ativos enzimaticos mais amplos e redes metabdlicas
disponiveis, que facilitam a biodegrada¢do de compostos recalcitrantes, através do co-

metabolismo e comensalismo por tdxons distintos, como bactérias e fungos (Gurav et al., 2017).

3.8.3 Teste de antagonismo

Estudos apontam que, durante o processo de crescimento, 0s microorganismos
produzem enzimas e outros metabolitos, que podem inibir o crescimento concomitante de outra
espécie de microrganismo diferente. Dessa forma, se faz necessario verificar as interagdes
sinérgicas ou antagonicas dos diferentes microrganismos selecionados para formagdo do

consorcio em questao (Dantas, 2016).

3.8.4 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, que compreendem uma classe importante
de compostos quimicos. Os biossurfactantes sdo extraidos biologicamente da membrana celular
da bactéria ou levedura (Dadrasnia; Ismail, 2015).

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente em biossurfactantes microbianos
por varias razdes, primeiramente devido a sua origem natural. Os biossurfactantes sdo
geralmente relatados como substancias relativamente nao toxicas e facilmente biodegradaveis
(De Oliveira et al., 2016).

As propriedades de varios biossurfactantes microbianos produzidos foram amplamente
estudadas por possuirem estruturas Unicas, € por sua ampla gama de aplicagcdes em potencial,
da biotecnologia a limpeza ambiental, sendo mais adequados do que os surfactantes quimicos
sintéticos e tradicionais. As propriedades dos biossurfactantes os tornam adequados para
inimeros usos industriais, envolvendo detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade de
formacgdo de espuma, capacidade de umedecimento, solubilizagdo e dispersdo de fases. Na

industria do petréleo, podem ser aplicados em recuperacdo aprimorada de 6leo, derramamentos
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de 6leo de limpeza, limpeza de navios contaminados com o6leo, controle de viscosidade,
emulsificagcdo de 6leo e remocgao de 6leo bruto do lodo (Montagnolli ef al., 2015).

Os biossurfactantes auxiliam na promocao da biodegradagdo, pois reduzem a tensao
interfacial e a superficial causada pelo contato de compostos polares com apolares, como
também colaboram para reducdo da concentragao critica de micelas (Dadrasnia; Ismail, 2015).

Dois mecanismos podem ser empregados para melhorar a degradagdo de
hidrocarbonetos com biossurfactantes. O primeiro melhora a transferéncia de contaminantes
para a fase aquosa por interagdo com contaminantes soluveis, enquanto o segundo aumenta a
disponibilidade e solubilidade de hidrocarbonetos, reduzindo a tensdo superficial. Esses
mecanismos permitem o contato da superficie celular bacteriana com substratos hidrofobicos
(Dadrasnia; Ismail, 2015). A estabilidade do biossurfactante, sob condigdes extremas de pH,
temperatura e salinidade, permite sua aplicacdo em varios processos industriais (De Oliveira et

al., 2016).

3.8.5 Biorreatores

Estudos mostraram que, entre os procedimentos para biodegradacdo, os biorreatores
tornaram-se uma alternativa promissora, por serem sistemas completamente fechados com
controle das emissdes. Apresentam ainda vantagens, como monitoramento efetivo do processo,
maior controle de pH, temperatura, melhor incorporagao de aditivos e redugdo do tempo de
processo. Além disso, comparado as demais técnicas, os biorreatores ocupam menos espago €
possibilitam o controle e manipulagdo de todo o processo de degradacdo, tornando-se uma
alternativa atrativa pelo seu custo-beneficio (Kereel et al., 2017; Banerjee; Ghoshal, 2016).

Vale ressaltar que estas técnicas sdo ex sifu, portanto existe um custo para a remogao do
material contaminado do ambiente para tratamento. No entanto, as que sdo possiveis de serem
utilizadas diretamente no ambiente ¢ importante primeiramente testd-las em ambiente
controlado, como laboratorio, para verificar ndo s6 a sua eficiéncia, mas também possiveis
problemas que possam ocorrer. Por exemplo, a solubilidade e/ou biodisponibilidade de
determinados compostos que podem representar um problema ainda maior de toxicidade no
ambiente (Weber; Santos, 2013).

Os biorreatores podem ter diversos arranjos e configuragdes, onde 0s microrganismos
podem crescer em suspensao ou imobilizados. O leito do reator pode ser fluidizado ou fixo,

além de aerobicos e anaerobicos (Mayer, 2016).
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Os biorreatores com biomassa imobilizada possuem a vantagem de ndo ser necessaria
uma etapa de separacdo da biomassa dos microrganismos da fase liquida ao final do processo

(Mayer, 2016), como ¢ o caso do biorreator proposto por esse estudo.

3.8.6 Imobilizaciao

O uso de suportes capazes de imobilizar o microrganismo permite aumentar o tempo
médio de contado do contaminante com a biomassa responsavel pela degradagdo, no interior
dos reatores, favorecendo o processo de forma continua e estavel, controldvel e com elevada
eficiéncia (Kureel et al., 2017; Lin, et al., 2014; Lin, et al., 2015).

Diferentes suportes para microrganismos foram verificados, dentre eles carvao ativado,
bambu, bagago, contas de cinzas, ceramica, esponja de polietileno, esferas de gel de polivinil
alcool/alginato, espuma de poliuretano e particulas de zeolito, para diferentes contaminantes
(Linetal., 2015; Ke et al.,2018; Quan et al.,2011; Zang et al., 2010). A principal caracteristica
desses suportes € a estrutura porosa, que favorece a fixacdo de microrganismos. Esse atributo
também foi verificado na biomassa da Salvinia sp., que, além de possuir estrutura porosa, tem
grandes areas de superficie especificas, alta capacidade de sor¢do, hidrofobicidade e flutuacao,
particularidades que a qualificam como material promissor para imobilizagdo de bactérias

(Wang et al., 2014).

3.8.7 Biorreatores em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada

Como visto anteriormente, os biorreatores apresentam diversas vantagens no tratamento
de efluentes, devido ao seu carater pratico e compacto. Os biorreatores em batelada sequenciais
sdo mais adequados para industrias, que trabalhem com padrdes de lancamento de efluentes
mais restritivos ou de dificil degradagdao, uma vez que esse tipo de reator permite maior controle
de qualidade do efluente descartado por se tratar de sistema fechado (Pinheiro Filho, 2008).

Geralmente, as etapas de tratamento de efluentes com esse tipo de reator consistem de
quatro etapas, entrada do efluente a ser tratado no reator, reagdo onde ha a conversdo dos
produtos pelos microrganismos, sedimentagdo para separagao da fase liquida da sélida e, por
fim, a descarga do efluente tratado (Pinheiro Filho, 2008).

A vantagem do uso de um material para imobilizar a biomassa de microrganismos ¢ a
eliminagdo da etapa de sedimentagdo, reduzindo o tempo de tratamento do efluente e
otimizando assim o processo. Outra vantagem da imobilizagdo dos microrganismos esta na
maior concentragao da biomassa, o que aumenta a atividade metabolica e acelera o processo de

biodegradac¢ao dos compostos (Pinheiro Filho, 2008).
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3.9 ECOTOXICIDADE

Ecossistemas contaminados e, seguidamente, submetidos a remediacdo nao tém seu
processo de recuperacao findado, sendo necessario também promover ensaios toxicologicos
para verificar sua ecotoxicidade. Da mesma forma, essa verificagao ¢ necessaria para o descarte
seguro de efluentes industriais nos corpos hidricos. Entretanto, a legislagdo brasileira vigente
permite que sejam descartados os mais diversos compostos, mesmo em baixas concentragdes.
Dessa forma, testes ecotoxicoldgicos sao importantes para medir o grau de toxicidade que os
residuos possam apresentar para os organismos de ambientes terrestres e aquaticos (Maciel,
2013).

Os testes ecotoxicoldgicos apontam para efeitos sobre os organismos de forma
qualitativa e quantitativa, sendo uma ferramenta complementar as analises quimicas, que
confirmam a preseng¢a desses contaminantes. O cruzamento desses dados permite determinar se
presenga e/ou concentracao desses contaminantes causam riscos para o ecossistema (Maciel,
2013).

Durante o processo de degradagdo de diversas substancias, os produtos gerados podem
tornar-se mais toxicos ou mutagénicos do que o composto original, sendo necessario o
monitoramento desses produtos. Os estudos ecotoxicoldgicos tém como objetivo analisar os
efeitos que substancias toxicas podem causar ao ecossistema sob condigdes reais de poluigao
(Maciel, 2013).

Os ensaios laboratoriais sobre os efeitos toxicos ao ecossistema sdo feitos por meio de
testes a organismos especificos, selecionados de acordo com sua importancia no grupo
ecologico ao qual pertence, bem como sua disponibilidade. Em geral, utilizam-se plantas,
sementes, crustaceos, microalgas, peixes, entre outros, para esses estudos (Maciel, 2013).

De acordo com a Norma Operacional Padrdao (NOP) n°86/2018 publicada pelo INEA
(2018), ndo ¢ permitido o langamento de efluentes com um nimero de unidades de toxicidade
superior ao fator de diluicao (FD) maior que oito a partir do segundo ano de publicagdo dessa
norma, e para quatro anos apos a publicacao dessa norma nao sera pelmitido o langcamento do

efluente que obtiver toxicidade superior ao FD maior que quatro.
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4 BIOMASSA DE SALVINIA SP. COMO MATERIAL ADSORVENTE DE OLEOS
LUBRIFICANTES

4.1 INTRODUCAO

Oleos lubrificantes por serem muito utilizados comercialmente e devido aos impactos
ambientais causados por dguas oleosas ndo tratadas quando descartadas indevidamente nos
corpos hidricos, como discutido anteriormente. Este trabalho se dedica ao estudo do tratamento
de emulsoes oleosas a partir de 6leos lubrificante de motor de carro e 6leo lubrificante usado
de navio.

A escolha do 6leo de Carro se deu por conta de sua composi¢ao, maior viscosidade e
por ser amplamente comercializado no Brasil. O 6leo de Navio foi gentilmente cedido pela
Marinha do Brasil e ¢ utilizado em sua frota nacional. O uso de ambos semparadamente se deu
com o intuito de conferir maior versatilidade ao tratamento proposto por este estudo.

A adsor¢ao, como referida anteriormente, ¢ uma das técnicas mais utilizadas atualmente
devido a sua grande eficiéncia no tratamento de efluentes e de agua residual. Ela consegue
remover tanto contaminantes em alta concentragdo como em concentracdes trago, ¢ ainda
possui versatil aplicabilidade para os mais variados contaminantes (Nascimento et al., 2014).

Para que a adsorcao ocorra de modo eficiente os mecanismos estérico, de equilibrio e
cinético precisam ser avaliados (Nascimento ef al., 2014). No mecanismo estérico, os poros do
material sd3o analisados a fim de verificar se seu tamanho ¢ adequado as dimensodes da molécula
de adsorbato, para que seja possivel a adsor¢do. No equilibrio ¢ observado a habilidade de
diferentes adsorventes interagirem com varias espécies de contaminantes, bem como sua
seletividade. E por fim, o mecanismo termocinético que determina a rapidez com que uma
alteracdo térmica no sistema afeta a interacao entre adsorvente adsorbato (DO, 1998).

Entender como funcionam os mecanismos de adsor¢do e a estrutura superficial do
adsorvente ¢ essencial para otimizar o processo de remoc¢do do contaminante de interesse.
Elementos como grupos quimicos superficiais, distribuicdo de poros, principais elementos
constituintes e estrutura superficial, trazem informagdes importantes para entender como o
processo de adsor¢do ocorre.

A aplicagdo de diferentes condigdes como variagdo de contracdo, uso de diferentes
contaminantes, variagdo de pH e temperatura, foram experimentados para que fosse possivel
melhor compreender e otimizar o processo de remocao de dleo da dgua através da adsorcgao.
Esses elementos sdo abordados neste capitulo, visando atingir os objetivos especificos deste

trabalho:



47

a) Avaliar a capacidade de remogao por adsor¢ao com biomassa produzida a partir da macroéfita
Salvinia sp com tratamento quimico e sem tratamento quimico (in natura) em emulsdes de dgua
e oleo lubrificante;

b) Estudar a interagao entre os compostos organicos € esses biossorventes;

¢) Avaliar o potencial de remocdo de 6leo usado de motor de navio por colunas de adsor¢ao
formadas por biomassa produzida a partir da da macrofita Salvinia sp. com e sem modificagdes

quimicas;

4.2 METODOLOGIA
Os reagentes utilizados neste capitulo seguem no APENDICE A em uma lista com suas

especificagdes.

4.2.1 Coleta e Conservacio das Amostras

A macroéfita Salvinia sp. foi coletada na Lagoa do Iriri, em Rio das Ostras- RJ. Apds
coleta, o procedimento realizado foi lavar em agua corrente, ¢ em seguida com agua destilada,
a fim de retirar os sais e impurezas ainda presentes em sua superficie, provenientes da lagoa.
Secas ao sol e em seguida secas em estufa a 60°C por 8 horas. Por fim, foram trituradas e
armazenadas em recipientes de plastico. A biomassa produzida foi identificada como Salvinia

in natura (SS).

4.2.2 Preparo dos biossorventes quimicamente modificados

Foram colocados 20 g de SS com 500 mL de solu¢do H2SO4 20% (m/m) e 500 mL
alcool etilico PA, em agitagdo por 3 horas. Apos esse periodo foi feita a filtracdo e lavagem
com agua destilada até que o pH da dgua de enxague fosse neutro. Em seguida a biomassa com
900 mL de NaOH 1,0 mol L' foi colocada em agitacio por 3 horas, apos esse periodo foi
repetido o processo de filtracdo e lavagem com agua destilada até pH neutro. Subsequentemente
foi feita lavagem com etanol e acetona e, finalmente, a secagem na estufa a 60°C por duas horas.

O biossorvente produzido foi denominado SOH.

4.2.3 Caracterizacao Fisico-quimica dos biossorventes

4.2.3.1 Determinagdo dos valores de pH dos biossorventes

Foi adicionado a 10 mL de agua destilada 100 mg de biossorvente em seguida aquecida
a mistura até ebulicdo por cinco minutos. Apos resfriamento, foi adicionado mais 10 mL de

agua destilada e medido o pH da mistura utilizando pHmetro previamente calibrado modelo
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JK-PHM-005 com precisdo de 0,01 pH (Cambuim, 2009; JIS 1992). Todos os testes foram
feitos em triplicata.

4.2.3.2 Ponto de Carga Zero (PCZ)

Foi adicionado 50 mg de biossorvente em 50mL de agua destilada com 12 diferentes
condi¢des de pH inicial, (2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10 e 11), utilizando HC1 0,1 mol L' e NaOH 0,1
mol L' para ajuste dos diferentes pHs. Apos 24 horas em repouso o pH final das solugdes foi
medido (Regabulto e Robles, 2004). Todos os testes foram feitos em triplicata.

4.2.3.3 Caracterizacao dos biossorventes por Microscopia Eletronica de Varredura e Sistema
de Energia Dispersiva

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), foi feita em aparelho modelo JEOL
JSM6390 e uma tensdo de 20 KV. Colocou-se as amostras sobre a superficie do suporte de
aluminio com fita de carbono dupla face. Em seguida cobriu-se as amostras com uma fina
camada de ouro em um metalizador marca EMITECH, modelo JEOL JSM6390

A andlise de Sistema de Energia Dispersiva (SED), para verificagdo dos principais
elementos constituintes das amostras foi feita em aparelho modelo JEOL JSM6390 e uma
tensdo de 20 KV. Colocou-se as amostras sobre a superficie do suporte de aluminio com fita
de carbono dupla face. Em seguida cobriu-se as amostras com uma fina camada de carbono em
um metalizador modelo JEOL JSM6390, marca EMITECH.

4.2.3.4 Determinacao dos grupos funcionais — método Boehm

A determinacdo dos grupos funcionais do biossorvente foi realizada pela técnica de
Boehm (Boehm, 1994). Ela consiste na titulagdo de neutralizacao dos grupos funcionais a partir
das solugdes padronizadas de HCI (0,1N), NaOH (0,1N), Na,COs (0,1N) e NaHCO3 (0,1N)
(Boehm 1994; Boehm 2002).

Deixou-se 100 mg do biossorvente sob agitacdo com 50 mL por 24 horas com cada uma
das solucdes padronizadas, em becher vedado. Apds esse periodo filtrou-se a solugdo e retirou-
se aliquotas de 10 mL para titulagdo. Os testes foram feitos em triplicata.

Para a biomassa em agitagao com a solu¢ao de HCI adicionou-se 15 mL de NaOH a
aliquota de 10 mL previamente filtrada, em seguida fez-se a titulagdo de retorno com indicador
fenolftaleina. O mesmo procedimento foi feito para a biomassa em agitacdo com NaOH, porém
adicionando a solu¢ao de HCI.

Para a aliquota com solu¢do de NaHCOs3 adicionou-se 20mL de HCI e aqueceu-se até

ebulicdo, apds resfriamento da solucgdo titulou-se com NaOH usando indicador fenolftaleina.
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E para a aliquota de Na,COs3 adicionou-se 15 mL de HCl, aqueceu-se até ebuli¢ao, apds
resfriamento da solucao, titulou-se com NaOH.

O calculo para quantificacao do total de grupos basicos por grama de adsorvente em
mEq.g"! foi determinado pela diferenca do volume de HCI adicionado pelo branco na titulagio,
como mostra a equagdo 13 (Zago, 2010). O mesmo foi realizado para os grupos fendlicos,

carboxilicos e lactanicos com Na;COs, NaHCO3 e NaOH respectivamente.

Vi XNax(Vgm—Vq)
mEq — t V(am a

al
Onde, Vi = volume total da solugdo de Na>COs3, NaOH, HCI e NaHCOs3; N, =

Equacao 13

concentracdo da solu¢io de HCI (Eqg L!); V. = volume de solucdo padrio HCI gasto nas
titulagdes do volume do branco € Vam = volume da amostra (mL); € Va = volume da aliquota

do filtrado (mL);

4.2.3.5 Caracterizagao das biomassas por Espectrometria no Infravermelho (IV)

A espectroscopia de infravermelho foi feita em equipamento do tipo Infared
Spectrophotometer, RAffimty-1, Shimadzu, os espectros de absor¢do na regido do
infravermelho sdo obtidos na regido de 400 a 4000 cm'.

Para esta analise, as biomassas foram trituradas até que se obtivessem particulas
homogéneas e com menor didmetro possivel, em seguida, foram liofilizadas e guardadas em
dessecador a vacuo. Preparou-se pastilhas da mistura de KBr e o biossorvente em propor¢ao
1:100.

2.3.6 Analise da érea superficial e porosidade

A determinagdo das medidas de area superficial especifica, o volume de microporo € o
diametro médio de poro foram feitos usando-se o analisador de area superficial e porosidade
ASAP 2420 Micromeritcs. O método empregado foi o de adsor¢do de nitrogénio gasoso de alta

pureza, utilizando-se banho de nitrogénio liquido em condi¢des criogénicas (T = -196°C).

4.2.4 Teste de liberacao de substancias em solucdo aquosa

Para verificar o comportamento do biossorvente, em solu¢ao aquosa, apods a modificagao
quimica em relacdo a liberag@o de substancias, tais como lignina, celulose, fosforo entre outros,
que possa ocorrer durante o processo de adsor¢do, o seguinte teste foi realizado: 50 mL de dgua
destilada foram deixados em contato com 50 mg de SOH em agitagdo por 15 minutos, apos a
agitacdo a mistura foi filtrada e feita a leitura do filtrado no espectrofotometro absor¢ao UV-
vis modelo 2600 SHIMADZU, realizando uma varredura de 800 a 200 nm. O mesmo

procedimento foi realizado para a SS (Oliveira et. al., 2019).
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4.2.5 Preparo das emulsées

Para os testes de adsor¢ao foram preparados quatro tipos de emulsdao com 6leo de motor
de carro Lubrax 25W50 e 6leo usado de motor de navio Mobil delvac SAE 40, uma emulsao
em 4gua destilada e outra em 4gua destilada e NaCl a 5 g L' (4gua marinha sintética). Todas
em pH=2, a fim de estabilizar as emulsdes mais concentradas. Agitou-se a solugdo por 20
minutos a uma rotagdo de aproximadamente 7000 rpm para a formagdo da emulsdo (Curbelo,

2002).

4.2.6 Extracao de 6leo por cloroférmio

A extragdo de 6leos em agua por cloroférmio foi um método desenvolvido por Curbelo
(2002), que consiste em adicionar em uma aliquota de 5 mL de amostra igual volume de
cloroféormio (5 mL), deixar em agitagdo por 5 minutos e retirar com auxilio de pipeta de Pauster,
a fase solvente (6leo + cloroformio). Em seguida fazer a leitura no espectrofotometro em 262
nm. De acordo com o autor, a relagdo de 1:1 de solvente/volume da amostra numa Unica etapa
de extragdo e agitacao de 5 minutos ¢ suficiente para extrair o 6leo da amostra.

Testes de extragao com variagao do tempo de contato do cloroférmio com as amostras

foram feitos, variando o tempo de 5 a 30 minutos para verificar a completa extragao.

4.2.7 Quantificacdo dos d0leos presentes na emulsio

Apos a extracao do 6leo foi feita a quantificagao das emulsdes pelo método cloroférmio
que consistiu em quantificar o teor de 6leo existente na amostra por meio de absorvancia
utilizando o Espectrofotometro de UV — Visivel modelo UV-2600 SHIMADZU.

Preparou-se uma curva de calibragdo com solucdes de oleo lubrificante em cloroférmio
em concentragdes que variaram de 0 a 120 mg L!, com comprimento de onda de 245 nm para
0 6leo de motor de carro € 239 nm para o 6leo usado de motor de navio. A absorvancia nessas
faixas de comprimentos de onda ¢ usualmente utilizada para quantificar a concentragdo de 6leos
em emulsdes em amostras de 4gua e em aguas de produg¢do (APHA 1985; Henderson et al,,
1999). Este procedimento teve como finalidade padronizar a determinagdo concentracao das

emulsoes.

4.2.8 Testes de adsorcio em batelada

Os testes de adsor¢do que seguem foram feitos para a biomassa sem tratamento quimico
(SS) e para modificada quimicamente (SOH) todos em triplicata. Para todos os testes também
foram feitos brancos em duplicata, em que o mesmo procedimento foi realizado, porém sem

biomassa, usando a média dos valores dos brancos para os calculos de quantificacao.
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4.2.8.1 Efeito da concentragao inicial de 6leo e Isotermas de adsor¢ao

Pesou-se 50 mg de cada biossorvente e deixou em agitacdo por 15 minutos, em
temperatura ambiente, com 50 mL da emulsdo cujas concentragdes de 6leo variaram de 50 a
2000 mg L. Apds o tempo de contato retirou-se aliquotas de 5 mL e fez-se a extragdo pelo
método cloroféormio para andlise da concentracdo utilizando o Espectrofotdmetro de UV —
Visivel, como descrito no item 2.7. O mesmo procedimento descrito acima foi feito para as
emulsoes, que este trabalho denominou como branco, feitos em duplicata.

Para obtenc¢ao da relacdo miligrama de 6leo adsorvida por grama de biomassa foi feito
calculo de acordo com a Equacdo 14. Os graficos das isotermas de adsor¢do para cada
biossorvente foram obtidos através do grafico ge x Ce.

ge = Vg XCy— VoxCp)/m Equagdo 14

Onde, q. = massa de 6leo adsorvidas por grama de adsorvente, mg g'!; Vo = Volume
inicial da emulsdo (branco), L; Co = Concentragdo inicial da emulsdo, mg L'; Ve = Volume
final da emulsdo, L; Ce= Concentra¢do final da emulsdo, mg L'!; m = massa de biomassa, g.

Os estudos das isotermas foram feitos com a aplicacdo dos modelos de Langmuir e
Freundlich na forma nao linear, utilizando o método Solver no Excel para obtencao dos valores

das constantes especificas dos modelos.

4.2.8.2 Tempo de contato e variacdo da temperatura

Pesou-se 150 mg de cada biossorvente e colocou-se em agitacao com 150 mL de
emulsio com concentragdo de 100 mg L' de dleo, retirando aliquotas de 3mL nos tempos 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 minutos. Em seguida, para cada aliquota, fez-se a extra¢cdo com
cloroférmio para posterior andlise em UV-Visivel. O teste foi realizado nas seguintes
temperaturas 10, 25 e 35°C, mantidas constantes durante todo o processo em equipamento de
banho termostatizado modelo TE-184 Tecnal. O total de aliquotas retiradas de cada sistema foi
inferior a 20% do volume total para que ndo houvesse diferenca significativa de concentragao
do dleo.

O valor da capacidade de adsor¢ao em mg de 6leo por g de biomassa (qe) foi feito através
da Equacao 14 para cada aliquota retirada. Com os resultados obtidos construiu-se o grafico qe
X tempo.

Os estudos dos modelos cinéticos foram feitos pela aplicacdo na forma nao linear,
utilizando o método Solver no Excel para obtencdo dos valores das constantes referentes aos

modelos cinéticos de pseudo-segunda ordem, Elovich e difusdo intraparticula.
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4.2.8.3 Efeito da variacao do pH

Pesou-se 50 mg do biossorvente e deixou em agitacdo por 15 minutos com 50 mL de
emulsdo com concentragdo de 200 mg L' de 6leo cujos pHs foram ajustados para 2, 4, 6 e 8
com NaOH (0,1 mol L) e HCI (0,1 mol L). Apds o tempo de contato fez-se a extragdo com
cloroférmio para posterior analise em UV-Visivel.

O valor da capacidade de adsor¢do em mg de 6leo por g de biomassa (qe) foi feito através
da Equagdo 14 para cada aliquota retirada. Com os resultados obtidos construiu-se o grafico qe
x pH.
4.2.8.4 Teste de dessorgao

A biomassa (50 mg) foi deixada em contato com 50 mL de emulsdo com concentragao
de 200 mg L' em pH 2 por 15 min, apés esse periodo foi retirada uma aliquota de 5 mL para
analise da concentragdo, em seguida foi adicionado ao sistema 5 mL de HNO3; 10% (v/v).
Deixou-se em agitacdo por 15 min e posteriormente retirada aliquota de 5 mL para a
quantificagdo. Assim como os testes anteriormente descritos, todos foram feitos em triplicata e
brancos em duplicata, as aliquotas passaram pelo processo de extragdo e quantificagdo em UV-
Visivel.

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado, porém adicionando no lugar de

HNO:s, solugio de NaOH 5 mol L.

4.2.9 Teste de recuperacao

Foi deixado em agitacdo, 25 mg de biomassa com 25 mL de emulsdo 200 mg L' em pH
2 por 15 min, em seguida foi feito no sistema o processo de extragdo com cloroformio,
adicionando-se 25 mL de cloroféormio e deixando em agitagdo em sistema fechado para evitar
evaporagdo, com auxilio de uma pipeta de Pasteur a fase orgéanica (cloroformio+ 6leo), foi

removida para analise em UV-Visivel.

4.2.10 Testes de adsorciao em coluna de leito fixo

Um sistema composto por uma coluna de polipropileno de dimensdes 6mm de didmetro
por 10 cm de altura foi montado. O escoamento do efluente sintético constituido pela emulsao
oleosa foi feito de forma decrescente por gravidade, em que o controle da vazao foi realizado
por uma valvula. Como segue abaixo na Figura 3, o sistema foi construido. De tempos em

tempos aliquotas foram retiradas até o ponto de saturacdo da coluna.
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Figura 3: Sistema de montagem da coluna de adsor¢ao
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Para verificar a quantidade de 6leo retida pela biomassa contida na coluna, apés o
processo de adsor¢do, a biomassa foi removida da coluna e lavada exaustivamente com
cloroférmio. Essa solugdo foi quantificada em UV-visivel.

Apos os calculos dos parametros da coluna, foi aplicado o modelo de adsor¢do para
colunas Bohart-Adams. O estudo do modelo foi realizado com o grafico de In(Cy/C,) versus t,
que fornece o valor do coeficiente de correlagdo (R?), constante cinética (Kag) e concentracio

de saturacao (No).

4.2.11 Testes estatisticos

Para testes analiticos quantitativos foram aplicados testes estatisticos de medidas de
dispersdo e para conjunto de dados. Todos os dados neste capitulo, tabelas e graficos foram
representados pelas médias e desvio padrao (dp), devidamente identificados para o conjunto de
réplicas.

Nos testes de pH, PCZ e de adsorgdo, foi realizado o teste estatistico #-Student pareado
para comparacao de médias de populacdes independentes com nivel de confianga de 95%, no
Excel. Para tal, foi realizado teste normalidade pelo Teste Shapiro-Wilk e teste descritivo do
conjunto de dados, seguido do teste de homogeneidade pelo Teste de Levene, todos realizados
no Excel pela ferramenta Real statistics. Para o conjunto de dados ndo paramétricos foi
realizado o teste Man-Whitney ndo paramétrico com nivel de confianga de 99%, também com

a mesma ferramenta estatistica. As tabelas com os valores obtidos encontram-se no APENDICE
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B no final deste trabalho. As interpretacdes dos resultados foram inseridas no topico Resultados

e Discussdo referente a cada teste.
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Modificacao da biomassa

A Salvinia sp coletada foi devidamente solicitada o pedido de autorizacdo na Secretaria
Municipal de Meio Ambiente de Rio das Ostras para coleta em area de preserval¢do ambiental.
E também foi realizado cadastro da coleta no Sistema Nacional de Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) de Ntimero de cadastro AAB138D.

A Salvinia sp. foi coletada na lagoa do Iriri e apés o a secagem e trituramento, a uma
parte foi realizada a modifica¢ao quimica adquirindo aparéncia de um material granuloso mais

compacto como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4: Lagoa do Iriri, local de coleta da Salvina sp e aprarencia das biomassas Salvinia in
natura e Salvinia modificada (SOH)

Lagoa do Iriri- Rio das Ostras-RJ

Salvinia sp apos tratamento (SOH)

A Salvinia sp. ¢ uma biomassa vegetal composta por materiais lignoceluldsicos,
constituidos por celulose, hemicelulose, lignina, cinzas inorgédnicas e extrativos. Esses
elementos, especialmente a celulose, sdo responsdveis pela interagdo da biomassa com
moléculas polares devido a composi¢ao de suas estruturas. Esse contato mantém a umidade da
biomassa vegetal e provoca o aumento da sua hidrofilicidade (Silva, 2016).

O método adaptado, organosolve, utilizado no processo de modificagdo da biomassa ¢

capaz remover e/ou alterar, pelo uso de solventes organicos, materiais lignoceluldsicos, com
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énfase na lignina. O 4cido empregado serve para degradar e remover os demais constituintes
(Silva, 2016). Desta forma, a hidrofilicidade da biomassa ¢ reduzida, aumentando
consequentemente sua hidrofobicidade. Esse procedimento permite maior afinidade da
biomassa com moléculas apolares. Esta técnica facilita o processo de adsor¢cdo com os 6leos
aqui utilizados, bem como diminui a competicdo da dgua no processo de adsor¢do e remove
interferentes, que se desprendem naturalmente da biomassa morta, possivelmente pelo seu

processo de degradacao.

4.3.2 Caracterizacao Fisico-quimica dos biossorventes

4.3.2.1 Determinacao dos valores de pH dos biossorventes

De acordo com a analise do valor de pH superficial das biomassas, a SS apresentou um
pH igual a 5,34 e a SOH, 7,33, enquanto que o pH da 4dgua destilada foi de 5,67. A partir desses
dados, ¢ possivel observar que houve uma mudanga na distribuicdo de cargas da biomassa SOH
apods o tratamento quimico, com leve predominio de grupamentos basicos, deixando um maior
numero de cargas negativas em sua superficie. Em estudos anteriores, a SS havia apresentado
pHs levemente acidos, iguais a 6,10 (Oliveira et al., 2019) e 6,49 (Ferreira et al., 2016). Em
todos os testes descritos, a SS apresentou carater levemente acido. Em ambas as pesquisas
citadas, a SS também passou por tratamento quimico. Na primeira, a biomassa foi submetida
ao método Organossolve com H>SOs, apresentando pH 3,56 apds o tratamento quimico
(Oliveira et al., 2019). Por outro lado, quando a SS foi tratada com NaOH, alcangou pH alcalino
8,33 (Ferreira et al., 2016). Em todos os casos, pode-se observar que a biomassa na Salvinia
sp., ao ser submetida a diferentes tratamentos quimicos, apresenta capacidade de rearranjo de
seus grupamentos funcionais, resultando na mudancga de seu pH final.

Na anélise estatistica de comparagdo de médias populacionais, o resultado da mudanca
de pH foi confirmado, com nivel de significancia de 5%, ha evidéncias de que os valores de pH
referentes ao pH da SS e da SOH sao diferentes.
4.3.2.2 Ponto de Carga Zero (PCZ)

O pH em que o ponto de cargas superficiais do biossorvente ¢ zero foi avaliado para
melhor entender a interagdo entre as cargas das biomassas e as emulsoes oleosas. O PCZ obtido
para a SS foi de 6,20 e para a SOH foi de 6,97. A comparagdo dos PCZs apos tratamento
quimico (Figura 5) mostra que a SOH obteve maior PCZ, indicando aumento no seu carater
alcalino e maior distribui¢do de cargas negativas em sua superficie. Tal resultado também foi

verificado no teste anterior (3.2.1), com o valor do pH superficial da SS e SOH.
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Segundo a literatura, quando o pH do meio ¢ maior do que o pHpcz do adsorvente sua
superficie tem distribui¢do de cargas com predominancia negativa, e o inverso quando o pH da
solucao € menor que o pHpcz (Mokhtar et al., 2017). Com base nesta premissa, o conhecimento
do pHpcz do biossorvente permite manipular o pH do sistema para maximizar o processo de
adsorgdo. E o caso deste estudo, em que as emulsdes foram acidificadas e aumentaram a
capacidade de adsor¢ao do 6leo, visto que hd maior interagdo eletrostatica entre 0s grupos
funcionais de carga anidnica do adsorvente com concentragdo mais elevada de ions H'
(Contreras et al., 2012).

Figura 5: PCZ para os biossorventes SS e SOH. Condi¢des experimentais:50 mg de
biossorvente em 50 mL de dgua destilada com 12 diferentes condi¢des de pH por 24h (dp 0,63
a 1,24). () SS (A) SOH
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Entretanto, na comparacdo de medianas populacionais (teste Mann-Whitney) ao nivel
de 1% de significancia, ndo ha evidéncias de que os valores de pH referentes ao PCZ da SS e
da SOH sejam diferentes. Esse resultado possivelmente ocorreu devido a proximidade dos
valores médios de pHs obtidos entre as duas biomassas.

4.3.2.3 Caracterizagdao dos biossorventes por Microscopia Eletronica de Varredura e Sistema
de Energia Dispersiva

A Figura 6 apresenta a combinagdo das imagens por MEV e por tamanho real das
biomassas deste estudo. E possivel observar a estrutura granulosa, heterogénea e fibrosa das
biomassas nas imagens A e B. Apods o tratamento quimico, a SOH obteve aumento do carater
fibroso, o que pode ser verificado nas imagens por MEV ampliadas 1000 vezes para ambas as
biomassas, SS e SOH (Figura 6, C e D respectivamente). Essa estrutura fibrosa ¢ composta por

dobraduras e, apds o tratamento quimico, houve uma diminuicdo dos espagos entre essas
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dobraduras. Esse aumento de enrugamento aponta para maior interacdo entre 0s grupos
funcionais da biomassa SOH quando comparada a SS. Isso significa uma mudanga na estrutura
da biomassa no pos- tratamento quimico.

A modificacdo na estrutura superficial de materiais adsorventes apds tratamento
quimico alcalino também foi verificada para residuos de azeitonas, transformados em carvao

ativado e posteriormente modificados com KOH (Enaime et al., 2017).

Figura 6: (A) imagem estrutura em tamanho real da SS; (B) imagem estrutura em tamanho real

da SOH; (C) MEV 1000 x ampliado SS; (D) MEV 1000 x ampliado SOH.
— . &, =%

Na andlise por Sistema de Energia Dispersiva (SED), ndo foi observada diferenca
significativa entre os biossorventes, Figura 7. Ambas as biomassas apresentaram quase 0s
mesmos elementos constituintes, a exce¢do dos metais Na, Mg, Mn, Cu e Zn, que ndo foram
encontrados na SOH (Figura 7, B). Possivelmente, esses metais foram removidos durante o
processo quimico. E importante destacar que o método de anélise SED é de carater qualitativo,
apenas para verificar os principais elementos constituintes da amostra. Nao foi possivel
constatar se houve de fato uma reducdo da concentragdo desses metais na composi¢do da SOH
quando comparada com a SS. Contudo, de acordo com o resultado obtido, ambas as biomassas
possuem grande quantidade de carbono em sua composi¢ao, ou seja, matéria organica, comum

aos materiais vegetais.
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Figura 7: SED para as biomassas SS (A) e SOH (B).
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4.3.2.4 Determinagdo dos grupos funcionais — Método Boehm

De acordo com a Tabela 1, a biomassa SOH apresentou um aumento de quase cinco
vezes dos grupos basicos. Esses dados estdo de acordo com o proposito de aumentar as cargas
negativas da biomassa com a modifica¢do quimica aplicada. Os grupamentos carboxilicos (-
COOQOH) da SOH também tiveram aumento expressivo, cerca de sete vezes. A formagdo desse
acido pode ter ocorrido na primeira etapa do método, em que a biomassa ficou em contato com
acido e alcool, o que pode ter favorecido a formagdo deste grupamento. Entretanto, a biomassa
SOH possui maior carater alcalino, como pode ser observado nos testes de pH e PCZ, assim
como nos valores para grupos basicos de 0,5758 e carboxilicos, 0,3419 mEq.

Quanto ao grupo dos lactonicos, ndo foram encontrados para ambas as biomassas, o que
nao significa necessariamente a auséncia dos mesmos, posto que a técnica pode ndo ser capaz
de detectar pequenas quantidades (Zago, 2010).

Os compostos fenolicos estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acgucares ou proteinas, sendo também responsaveis pela cor (Soares, 2002). De acordo com o
resultado alcangado, a eliminagdo ou diminui¢ao desse grupo apds a modificacao quimica pode

ter ocorrido pela remoc¢do dos compostos como lignina e celulose.
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Tabela 1: Valores dos grupos funcionais em mEq obtidos para os biossorventes pelo
método Boehm.

Grupos funcionais SS (mEq) dv(z) SOH (mEq) dv (%)

Basicos 0,1080 0,06 0,5758 0,06
Carboxilicos 0,0480 0,01 0,3419 0,04
Lactonicos 0 - 0 0
Fendlicos 0,3599 0,09 0 0

4.3.2.5 Caracterizacao das biomassas por Espectrometria no Infravermelho (IV)

De acordo com a Figura 8, a terceira regido selecionada (c) para ambas as biomassas
apresentaram bandas pouco intensas, caracteristicas de deformacao fora do plano. Merecem
destaques as bandas de baixa intensidade na regido de 754 cm™! para a SOH e 779 cm! para a

SS, que indicam a presenga de anel aromatico nessa regido (Silverstein e Webster, 1998).

Figura 8: Analise no IV das biomassas. Comprimento de onda de 400 a 4000 cm™. SOH (—),
SS (—).
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Na analise comparativa dos espectros da SOH e da SS, foi possivel observar a presenga
de leves bandas perto de 1421 e 1510 cm™, que sdo bandas correspondentes a lignina presente
na biomassa sem tratamento quimico. Essas bandas nao estavam presentes no espectro da SOH,
0 que indica uma diminui¢do da lignina apds o tratamento quimico. Também foi possivel
observar uma intensidade menor das bandas da SS nas regides de 1068, 1625, 2880, e 3400 cm”
!, que correspondem a hemicelulase. Na regido de 1068 cm™, a banda intensa representa os
polissacarideos, um dos constituintes da celulase e hemicelulase. Esses dados indicaram que o
tratamento quimico promoveu a reducao de lignina, celulase e hemicelulase na composi¢do da
SOH. A celulase e hemicelulase sao polissacarideos responsaveis pela promogao da hidratacao

do vegetal, o que confere hidrofilicidade a biomassa SS. Logo, durante o processo de adsorgao,
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existe uma maior probabilidade de a d4gua competir com o 6leo pela adesdo na superficie do
bioadsorvente (Jmaa; Kallel, 2019; Ju et al., 2011; Liu et al., 2007; Yang et al., 2007).
Abaixo, a Tabela 2 apresenta os detalhes das bandas para cada biomassa e suas
respectivas descrigdes. Esses resultados no infravermelho apresentados concordam com
aqueles da titulagdo de Boehm, pois admite a presenca de compostos bdsicos com banda
caracteristica de OH em 3400 cm™!, assim como os 4acidos carboxilicos na regido proxima de
1640 cm™ e, por fim, o grupo dos fenolicos com a presenca do pico proximo de 780 cm™! para

aromaticos.

Tabela 2: Valores obtidos no IV para as biomassas com suas respectivas descrigoes.

v do pico em cm™! e sua caracteristica

Descri¢ao
SS SSOH
779, fraco 754, fraco C-H aromatico
- 1035, forte Alcool
1068, forte 1061, forte Alcool primario
- 1154, médio C-OeC-C
1249, fraco - C-O de ésteres e éteres
1382e 1429 duplete - CH: dimetil geminal
- 1402, médio CH»
1631, forte 1643, forte C=0
2851, muito fraco 2851, muito fraco CHj3; e CH: alifaticos
2920, fraco 2920, fraco C-H, metila
3400, largo 3400, largo O-H

4.3.2.6 Andlise da area superficial e porosidade

A area superficial da SOH apresentou alteragdo em relagdo a SS, como pode ser
observado na Figura 9 (A). A isoterma, obtida pelo método BET, mostra uma relagdo linear
entre o aumento da pressao relativa com a adsor¢do de N». Segundo a classificacdo da [IUPAC
(1995), a i1soterma que melhor representa o comportamento das biomassas deste estudo ¢ a do
Tipo II, especifica para adsorventes mesoporosos € macroporosos, em que a adsor¢ao de N»
acontece em multicamadas. Esta categoria de isoterma ¢ caracterizada por possuir dois pontos
de inflexdao. O primeiro, concavo para o eixo P/Po, indica que a monocamada foi preenchida,
enquanto que o segundo, com inflexdo convexa ao eixo P/Py, designa o ponto de satura¢do. A

parte linear, entre os dois pontos de inflexao, assinala a adsor¢ao em multicamadas (Sing, 1982).
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Figura 9: Isoterma de adsor¢@o de N> para os biossorventes SS (A) (@) Dessorcao, (@) Adsorcao
e SOH (B). (®) Adsorgao, ()
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A isoterma da biomassa SS obteve uma primeira inflexdo levemente concava, o que
sugere que a monocamada pode ndo ser totalmente preenchida antes de ocorrer a adsor¢do em
camadas superiores. A biomassa SOH apresentou lagos ou “loops” de histerese do tipo H3 e a
SS do tipo H4. Segundo a IUPAC (1995), esses tipos de histereses sdo observados em agregados
de particulas, tipo placas, que ddo origem a poros em forma de fenda, e apresentam inchamento
de uma estrutura porosa nao rigida devido a isoterma apresentar um “loop” de histerese a baixas
pressoes (Sing, 1982).

E possivel verificar que as isotermas obtidas para as biomassas com pressdo relativa
proxima a 1 obtém uma tendéncia maior de subida vertical, o que reflete a presenga de
macroporos. Caso a extensao desses macroporos seja muito grande, maior € a tendéncia vertical
da reta (Sing, 1982).

De acordo com a Tabela 3, o didmetro médio obtido pelo método BET revelou
predominancia de mesoporos para as duas biomassas. Na comparacdo da SOH com a SS, a
primeira apresentou diminui¢do do tamanho dos poros. Consequentemente, houve aumento da
area superficial especifica da SOH em relagdo a SS.

Tabela 3: Valores da area superficial e diametros dos poros pelo método BET para as biomassas.
Biomassas  Sper (m?g™) Sext (m?g™!) Sint (m2g')  Diametro (A)

SS 1,0622 0,9181 0,1441 254,011
SSOH 1,4959 1,7712 -0,2762 44,446

Seer (m?g!): Area superficial espeifica de acordo com o método Brunauer, Emmett e Teller (BET)
Sext (m2g™): Area externa do solido

Sint (m2g™): Area interna do sélido

Diametro (A): didmetro médio dos poros

Com esse resultado, € possivel inferir que a modificacdo quimica provocou aumento da

area superficial da biomassa SOH quando comparada com a SS. De acordo com esse aumento
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da area superficial existe consequentemente um aumento da superficie de contato do adsorvente

com o adsorbato e assim ocorre o aumento da capacidade adsortiva da biomassa.

4.3.3 Teste de liberacao de substancias em solucdo aquosa

De acordo com a Figura 10, a varredura dos comprimentos de onda no intervalo de 200
a 400 nm verificou a presenca de interferentes em ambas as biomassas. Entretanto, aponta para
uma reducdo desses interferentes apos a modificacdo quimica. Foram necessarios outros testes
para verificar a natureza fisico-quimica desses interferentes e sua toxicidade, realizados no

Capitulo 4 deste trabalho.

Figura 10: Varredura em UV-visivel de 200 a 800nm. Condi¢des experimentais: 50 mg de
biossorvente em 50 mL de dgua destilada em agitacdo por 15 min. SS(—) e SOH ()
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4.3.4 Quantificacdo dos d0leos presentes na emulsio e extraciio de éleo por cloroformio
Os testes realizados mostraram que o tempo de 5 minutos ndo foi suficiente para a
completa extragdo dos 6leos lubrificantes deste estudo, devido a fatores climaticos e de altitude.
Por isso, efetuou-se a variagdo do tempo de contato do cloroférmio com as amostras e
constatou-se que 15 minutos era o tempo necessario para a completa extra¢do. Logo, o tempo

utilizado na metodologia de Curbelo (2002) foi modificado de 5 para 15 minutos.

4.3.5 Testes de adsorcao com dleo de Carro
O ¢leo lubrificante de motor de carro de marca Lubrax 25W50 foi empregado nos testes
de adsorc¢do, cujo objetivo era observar o comportamento dos biossorventes deste estudo na

adsor¢ao de derivados do petroleo com viscosidades e caracteristicas distintas.
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O ¢leo lubrificante foi escolhido pelo fato de possuir estrutura de hidrocarbonetos
simples e ao mesmo tempo ser derivado do petréleo, e possuir algumas caracteristicas em
comum.

4.3.5.1 Efeito da concentragao inicial de dleo ¢ isotermas de adsorgao

As isotermas de ambos os biossorventes para as emulsdes de 6leo de motor de carro
foram obtidas com dguas ultrapura e agua salgada. O objetivo foi observar a variagdo de
resposta na auséncia e presenca do sal, simulando os ambientes aquaticos, além de verificar o
comportamento das biomassas com a variagdo da concentracdo de Oleo. Dessa forma, foi
possivel analisar o potencial de aplicabilidade das mesmas no tratamento de efluentes
industriais, bem como descontaminagdo de ambientes marinhos.

A Figura 11 apresenta as isotermas obtidas com a variagdo da concentracdo de 6leo de
motor de carro. Os resultados mostram que ambas as biomassas tiveram comportamento
diferenciado para as emulsdes de dgua ultrapura e em dgua salgada. A SS alcangou o ponto de
saturagio com gmax de 511,8 mg.g! e baixo desempenho em concentragdes mais altas (Figura
11-A). Em contrapartida, a SOH apresentou comportamento mais estdvel frente as
concentracdes mais elevadas, com tendéncia ao equilibrio e qmax de 525,92 mg.g™! ( Figura 11-
B). A adsorcdo de SS foi maior que a de SOH para isoterma com a emulsdo de agua ultrapura
com Oleo de carro, resultado estatisticamente significativo (p < 0,05).

O comportamento das biomassas se inverte com as emulsdes em agua salgada. De acordo
com a Figura 11 (C), a SS mantém maior estabilidade em concentracdes mais elevadas com
Qmax de 457,44 mg.g’!, enquanto a SOH, Figura 11 (D), teve queda brusca na capacidade
adsortiva para concentragdes mais altas, obtendo qmax de 574,86 mg.g"'. Entretanto, 0 qmax da
SOH para emulsdo em agua salgada foi o maior entre as quatro emulsdes com 6leo de motor
de carro. Uma hipdtese seria a de que forcas repulsivas poderiam ocorrer entre o material e as
moléculas de oleo. Tal suposicdo seria explicada pelo crescimento das forgas eletrostaticas
como aquelas dos sitios ativos da superficie do material, ja saturados pela molécula de oleo
(Dirak et al., 2018). Esse melhor resultado da SOH em relacdo a SS alcangou significancia

estatistica, com 95% de confianga.
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Figura 11: Adsorc¢do de d6leo de motor de carro nos biossorventes em funcdo da variagdo da
concentragdo inicial de 6leo. (A) SS em emulsao de 6leo em agua ultrapura (e); (B) SOH em
emulsdo de 6leo em 4gua ultrapura (A ); (C) SS em emulsio de 6leo em 4gua salgada (5 g L™!
de NaCl) (A); e (D) SOH em emulsio de 6leo em 4gua salgada (5 g L' de NaCl) (). Condicdes
experimentais: 50 mg de biossorvente, 50 mL de solu¢do em pH 2, tempo de contato de 15
minutos em temperatura ambiente. (dp 0,63 a 19,43).
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No estudo de revisao de Dai e colaboradores (2019), a adsorcao de 6leo por biocarvao
foi verificada. O mecanismo de adsorcdo para remover poluentes organicos depende da
natureza dos contaminantes e das propriedades quimicas da superficie adsorvente. As
diferencas na estrutura organica, propriedades elétricas da superficie e grupos funcionais da
superficie do material adsorvente sdo propriedades importantes para os diferentes mecanismos
de adsor¢do. No caso de adsorventes de origem vegetal o mecanismo de adsorcdo de
contaminantes organicos pode ser dividido em atracdo eletrostatica, preenchimento de poros,
interagdo de elétron m-m com doador e receptor, ligacdo de hidrogénio, adsor¢do de complexos
e interagdes hidrofobicas. A capacidade de adsorcdo do material cresce com o aumento de
grupos funcionais contendo oxigénio, que em parte ocorre devido a interacao de elétrons mt-m.
Ainda de acordo com o estudo, os grupos acido carboxilico, nitro e cetona na superficie do
biossorvente atuam como receptores de elétrons e formam a interagao do receptor de doador de
elétrons -t com moléculas aromaticas. Diferentes tipos de grupos hidroxila e amina no

biossorvente também podem ser usados como locais doadores de elétrons w. Assim como a
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SOH, a superficie do biocarvao ¢ carregada negativamente, o que causa atracdo eletrostatica
entre o adsorvente e 0os compostos organicos carregados positivamente. A magnitude da atragao
eletrostatica depende do tamanho de cada carga atdomica e da distancia entre dois a&tomos. O
biossorvente com baixa oxidacdo superficial geralmente exibe hidrofobicidade e indica que a
adsorcao ocorre principalmente por interacao hidrofobica, preenchimento de poros, fracdo nao
carbonizada de particdo e interagdo m-m. Quando a superficie do biossorvente ¢ carregada
negativamente, ¢ facil atrair eletrostaticamente o composto organico cationico (Dai et al.,
2019).

Como o biocarvao e a SOH sdo de origem vegetal e possuem grupos superficiais
analogos, ¢ possivel inferir que o mecanismo de adsor¢do da SOH ocorre de forma similar. A
diminui¢do dos compostos hidrofilicos, como celulose e hemicelulase, removidos com a
modificacdo quimica, conferem maior carater hidrofébico a SOH em comparagdo com a SS.
Da mesma forma, a diminui¢do do tamanho médio dos poros possivelmente pode favorecer a
aderéncia do 6leo na superficie da biomassa.

A Tabela 4 mostra os resultados dos estudos isotérmicos pelos modelos de Langmuir e
Freundlich na forma nao linear. O modelo de Freundlich foi o mais adequado para os testes de
adsor¢ao com as biomassas deste estudo, com coeficiente de determinagdo (R?) superior a 0,99
para SS e SOH. Esses resultados sugerem que o processo de adsor¢do nado se restringe a
formagdo de uma monocamada, e que a adsorcao de varias camadas de 6leo ocorre em locais
de adsor¢do heterogéneos (Dirak ef al., 2018). O valor da constante n superior a 1, para ambas
as biomassas, indica adsor¢do favoravel (Almeida ef al., 2018).

O modelo de Langmuir obteve R? com valor de 0,1212 ¢ 0,6105 para SOH para emulsao
0leo em agua e o0leo em agua salgada, respectivamente, € 0,9576 € 0,9913 para SS para emulsao
6leo em agua e 6leo em agua salgada, respectivamente. Nao foi possivel inferir que as
biomassas foram ajustadas por este modelo. No entanto, pode-se observar que os valores
obtidos a partir das constantes Kr € Rp (0 < Rr< 1) que também assinalam que a adsorcdo ¢

favoravel para as biomassas deste estudo (Leite ef al., 2017).
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Tabela 4: Valores encontrados para os modelos nao lineares de Langmuir e Freundlich a partir
das isotermas das emulsdes oleosas em agua ultrapura e salgada com 6leo de motor de carro
para os biossorventes SS e SOH.

Biossorvente
Emulsdo em agua Emulsio em agua
ultrapura salgada

SS SOH SS SOH

qmax(mg.g™) 512,6 56,8 16143  265,5
Langmuir Ki (L.mg™) 0,0135 3,6 0,0028 34444
R? 0,9579  0,1212 09913  0,6105

RL 0,1263  0,0049 0,1792  1E-06

Kr 37,36 32,84 14,62 14,62
. n 2,2654  1,9968 1,0067  1,0067
Freundlich 04414 05008 09934  0,9934
R? 0,9912  0,9886  0,9999  0,9999

4.3.5.2 Tempo de contato e variagdo da temperatura

No teste cinético, Figura 12, as biomassas apresentaram instabilidade ao longo do
tempo, com tendéncia a dessor¢ao apos 15 minutos de contato, sem estabelecer equilibrio
termodindmico até 45 minutos. Essa variabilidade pode estar diretamente relacionada a
instabilidade inerente as emulsdes dgua/ 6leo (Su et al., 2006).

A SS obteve melhor desempenho em relacdo a SOH, que, por sua vez, manteve maior
estabilidade durante todo o periodo, demonstrando maior tendéncia para retengdao do oleo
adsorvido. A adsor¢do de SS foi maior que SOH, na temperatura de 25°C, para emulsao de 6leo
de carro, de acordo com andlise estatistica e p< 0,05.

As duas biomassas apresentaram uma boa resposta quanto a adsor¢ao nos primeiros 15
minutos, tendo a SS obtido adsor¢io em 15 minutos de 149,5mg g! e a SOH 83,1 mg g™! como
pode ser observado na Figura 12. Apds esse periodo, ambas continuaram com tendéncia
crescente de adsor¢do, embora tenham atingido pontos de dessor¢dao apds 45 minutos. Essa
rapida reacdo também foi verificada para a adsor¢ao de Negro de Eriocromo T em carvao
ativado, produzido a partir do lodo de estacdo de tratamento de dguas, que ja apresentou boa

resposta em 5 minutos, com a adsor¢do tendendo ao equilibrio em 15 minutos (Souza; Carvalho,

2020).



67

Figura 12: Tempo de equilibrio. Condi¢des experimentais: 150 mg de biomassa com 150 mL
de emulsdo de 4gua e 6leo de carro (200 mg L) a 25°C (dv 0,4a1,1) (A)SSe (o) SOH
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O tempo de contato foi realizado em diferentes temperaturas a fim de verificar o
comportamento termodindmico das biomassas. Os resultados estatisticamente significativos
mostraram que a adsor¢ao de SS foi maior do que SOH nas temperaturas de 15 e 25°C para
emulsdo com 6leo de carro.

Como ja verificado no teste cinético, a SS teve uma boa resposta de adsorcdo nos
primeiros minutos. No entanto, revelou certa instabilidade, com pontos de expressiva dessor¢ao
com o tempo, apds 20 min. A Figura 13 mostra o comportamento da SS para trés temperaturas
15, 25 e 35°C. Nas trés temperaturas, ocorreu dessorcao apos 20 minutos, com aumento da
resposta de adsor¢do em 15°C > 25°C > 35°C. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a adsor¢do na emulsdao com dleo de carro e a variagdo de temperatura, de
acordo com o teste ¢#-Student. Cabe destacar que apesar da aparente mudanga de resposta
adsortiva com variagdo da temperatura, os dados estatisticos revelam que essa variacao nao ¢

significativa, o que sugere resposta adsortiva positiva para diferentes temperaturas.
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Figura 13: Adsor¢do com a variagdo da temperatura ao longo do tempo. Condigdes
experimentais: SS 150 mg de biomassa com 150 mL de emulsdo de agua e 6leo de carro (200
mg L) (dv 0,2 a 1,8) (®) 15°C, (A) 25°C e (e) 35°C.
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A SOH obteve adsor¢ao crescente ao longo do tempo para todas as temperaturas, como
pode ser visto na Figura 14. Nao foi possivel verificar uma relagdo direta entre a resposta de
adsorcdo e a variagdo da temperatura. As temperaturas de 25 e 35°C tiveram pouca diferenca
na adsorcdo, enquanto em 15°C foi verificado baixo desempenho. Para o teste estatistico t-
student de diferenca de médias populacionais ao nivel de significancia de 5%, ha evidéncias de

que existe diferenca de adsor¢do de emulsdo com dleo de carro com a variagdo de temperatura

de 15 para 25°C para a SOH.

Figura 14: Adsor¢do com a variagdo da temperatura ao longo do tempo. Condicdes
experimentais: SOH 150 mg de biomassa com 150 mL de emulsdo de dgua e 6leo de carro (200
mg L) (dv 0,9a1,7) (A) 15°C, (=) 25°C ¢ (A )35°C
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Esse comportamento ndo linear também foi encontrado em outros materiais
biossorventes, como o sabugo de milho impregnado com hidréxidos de ferro na remogdo de
arsénio de solucao aquosa (Silva, 2020), e alumina em adsorcao de 6leo (Franco et al., 2014).

Estudos dos modelos cinéticos Difusao intraparticula, de Elovich e Pseudo-segunda
ordem foram aplicados nas trés diferentes temperaturas para ambas as biomassas. Os resultados

das analises nao lineares dos modelos cinéticos sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Modelos cinéticos

Biossorventes
15°C 25°C 35°C
SS SOH SS SOH SS SOH
Ka 30,336 14,734 12,587 23,836 0,0487 18,65

Difusio
. C 0 0 100,34 0,002 130,4 0
Intraparticula
R> 09894 0,9826 10,9894 09894 0,9894  0,9894
a 0,00 0,009 0,035 0,012 0402 0,118
Elovich

7
B 10,72 4,088 366,78 10,70 5,38E22 2,15El11
R> 0,9833 0,9908 0,9562 0,9766 0,9558  0,9558
K> 142,46 92,01 160,62 151,64 130,35 125,43
ge 22E6 0,003 1,71 0,002 1,487 0,001
Rz 0,8302 0,8308 0,8302 0,8306 0,8302  0,8308

Pseudo-segunda
ordem

O modelo que melhor se ajustou as duas biomassas em todas as temperaturas foi o de
difusdo intraparticula, que tem como pressuposto excluir o modelo de pseudo-segunda ordem
(Juang et al., 2002). De acordo com o modelo de difusdo intraparticula, os processos de
adsor¢do podem ocorrer em duas ou mais etapas. A primeira em que a adsorcao ¢ tem rapida
resposta, como pode ser visto nos graficos de variagcdo de temperatura para SS e SOH (Figuras
13 e 14, respectivamente), visto que ja mostraram adsor¢do em 5 minutos. A segunda etapa ¢ a
adsor¢do gradual, observada no intervalo de tempo de 5 a 15 min. A terceira etapa ¢ a fase final
de equilibrio, onde a difusdo intraparticula comega a desacelerar devido a baixa concentragao
de soluto na solu¢do e ao menor nimero de locais disponiveis (Juang et al., 2002). Embora as
isotermas ndo tenham atingido o equilibrio total ao longo dos 45 minutos, foi possivel observar
os trés estagios distintos para as curvas no teste. Esse modelo também foi verificado para a
adsor¢ao de 6leo por nanoparticulas funcionalizadas de alumina (Franco et al., 2014).

Vale ressaltar que o estudo do mecanismo de adsor¢ao por biossorventes neste trabalho
considerou o mecanismo cinético global, e ndo os diferentes tipos de interagao solvente-soluto,

devido ao grande nimero de matrizes de diferentes grupos funcionais das superficies das
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biomassas (Juang et al., 2002). A caracterizagdo fisico-quimica pela titulagio de Boehm e
analise infravermelho das biomassas constatou a presenca de grupos carboxilicos, lactonas,
fenois, entre outros.

Os calculos termodindmicos para SS e SOH, que apresentaram comportamentos
diferentes com a variacdo da temperatura, alcancaram valores opostos para as energias de

entalpia e entropia, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de AH e AS para biomassa no 6leo de navio

Biossorvente AH (kJ mol'')  AS (kJ mol! K1)
SS 0,776 -0,002
SOH -2,621 0,008

A SS obteve valor positivo e baixo de entalpia (inferior a 40 k] mol™!), caracteristico de
processo endotérmico e de adsorcdo do tipo fisica (Sahmoune, 2019). A energia de entropia do
sistema foi baixa e negativa, com ligeira alteracdo no sistema, o que representou baixa
reversibilidade no processo de adsor¢ao (Sahmoune, 2019).

A SOH obteve energia de entalpia negativa, indicando processo exotérmico e adsor¢ao
fisica, enquanto que a energia de entropia baixa e positiva mostrou ndo haver alteragdo
significativa na estrutura da biomassa (Sahmoune, 2019). Esses resultados sugerem possivel
reversibilidade do processo de adsor¢ao de SOH.

A energia de Gibbs foi calculada para as trés temperaturas a partir dos valores de

entalpia e entropia, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de AG para os biossorventes em diferentes temperaturas

AG
Temperatura (°C) SS SOH
15 1,507 -5,078
25 1,532 -5,163
35 1,558 -5,248

Os valores de energia de Gibbs para SOH foram negativos em todas as temperaturas,
mostrando que o processo de adsor¢do ¢ espontaneo (Cambuim, 2009). Entretanto, o contrario
ocorreu para SS, ou seja, o processo de adsor¢ao nao foi espontaneo. Esse fato ndo impede que
0 processo ocorra, uma vez que houve adsor¢do pela biomassa em todos os testes. Valores
negativos para energia de Gibbs também foram encontrados na adsor¢do de o6leo por
biopolimeros encapsulados com metal (Elanchezhiyan et al, 2018).

4.3.5.3 Efeito da variagdo do pH

A variacdo de pH, Figura 15, apresentou comportamento ndo convencional para

materiais adsorventes, no qual ambas as biomassas apresentaram melhores resultados para pHs



71

extremos. Esse desempenho levanta a hipdtese de que o controle do mecanismo de adsorgao
para os Oleos utilizados neste estudo se limita a diferenca significativa entre ions livres no
sistema, que possivelmente deslocam a nuvem eletronica dos constituintes de hidrocarbonetos
do 6leo, causando um momento dipolo, favorecendo assim a interacdo dipolo-dipolo com os
sitios ativos da biomassa. Existem estudos que apontam para uma diminui¢ao na adsor¢do de
hidrocarbonetos (Elanchezhiyan et at., 2018; Franco et al., 2014; Yu et al., 2019), como
também para um aumento na capacidade de adsorcao (Akar et al., 2018) com subida do pH.
Entretanto, a pesquisa relacionada com a adsor¢do de espumas poliméricas a base de acido em
6leo emulsionado verificou que a resposta da adsor¢ao nao foi proporcional aos valores de pH.
A melhor resposta foi alcancada em pH=5,6 com qe de 1066 mg.g™!, enquanto que, para os pHs
=3,6 € 9,6, os valores de q. ficaram em 497,1 e 85,2 mg.g™!, respectivamente (Cherukupally et
al.,2017).

Figura 15: Capacidade de adsor¢do de oleo de carro por SOH e SS de acordo com o pH.

Condigdes experimentais: 50 mg do biossorvente 50 mL de emulsdo 200 mg L' de 6leo em
agita¢do por 15 minutos. (l) SSe (l) SOH
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Para os pHs=2 e 4, a SS obteve maior adsor¢do quando comparada & SOH. Entretanto,
os resultados ndo evidenciaram uma diferenga estatisticamente significativa entre a adsorcao

de SS e SOH nos pHs=2, 4, 6 ¢ 8 para emulsao com 6leo de carro.

4.3.6 Testes de adsorcao com dleo de Navio
Os testes de adsor¢do que seguem foram desenvolvidos em oleo lubrificante usado de

motor de navio da marca Mobil delvac SAE 40.
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4.3.6.1 Efeito da concentracao inicial de 6leo e isotermas de adsorcao

Da mesma forma que nos testes de adsor¢do para 6leo de carro, as quatro isotermas
foram obtidas com os dois biossorventes para as emulsdes com 6leo usado de navio em agua
ultrapura e salgada. De acordo com a Figura 16, ambas as biomassas obtiveram boa resposta
para a variagao da concentragao do 6leo nos dois tipos de emulsdo. Na Figura 16 (A), a SS, com
max de 846,51 mg g, tendeu ao equilibrio nos pontos de maior concentragio. A SOH, Figura
16 (B), com qmax (836,42 mg g') muito proximo ao da SS, obteve resposta linear crescente na
capacidade adsortiva conforme aumento da concentragao inicial de 6leo. Entretanto, ndo houve
evidéncias com significancia estatistica de que a adsor¢do de SS fosse maior que SOH para
isoterma com a emulsdo em agua ultrapura com 6leo de navio.

Por outro lado, as emulsdes com agua salgada apresentaram tendéncia a saturacdo para
concentragdes mais elevadas. A SS, Figura 16 (C), obteve o maior gmax de todas as isotermas,
930,59 mg g!, e o menor ponto de saturagdo. Embora a SS tenha obtido a melhor resposta,
apresentou elevada instabilidade. Também a SOH, Figura 16 (D), exibiu tendéncia a saturacao,
porém de forma mais branda, e maior gmax (898,31 mg g!) em comparagio a sua propria
emulsdo em 4gua ultrapura. O melhor desempenho da SS relativo a adsorcdo foi
estatisticamente comprovado ser maior do que SOH para isoterma de emulsdo em 4gua salgada
com 6leo de navio.

As emulsdes em agua salgada tanto para o 6leo de carro e de navio a adsor¢do das
biomassas foram maiores. De acordo com literatura os eletrolitos tendem a influenciar a
solubilizagdo das emulsdes, no caso do cation monovalenteNa" compete pela agua de
hidrata¢do do emulsionante provocando assim a diminuindo a solubilidade da emulsao (salting
out), o que aumenta a adsor¢do de 6leo na superficie dos adsorventes (Schmidts et al., 2010;
Dirak et al., 2018). Por isso a resposta de adsor¢cdo foi maior para ambas as biomassas.
Pesquisas sobre adsor¢do em emulsdo oleosa com agua doce e salgada para diferentes materiais
obtiveram melhor resultado para adsor¢do em emulsdo oleosa salgada. Um estudo sobre
adsor¢ao e dessor¢do em emulsdo de Oleo com membrana composta por fluoreto de
polivinilideno termo-responsivo e silica obteve aumento considerdvel da adsorcdo com a
elevagdo da concentragdo de NaCl na emulsdo (Ngang et al., 2017). No caso de adsor¢do no
biocarvao, a quantidade maxima adsorvida, medida experimentalmente, alcancada foi 80%
maior em meio salgado do que na agua doce, mostrando que a presenca de sal na emulsao

aumentou a adsorcao do 6leo (Franco et al., 2014).
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Figura 16: Adsor¢ao de 6leo de motor de navio em fun¢do da variagdo da concentragao inicial
de dleo pelos biossorventes. (A) SS em emulsdo de 6leo em agua ultrapura (e); (B) SOH
emulsdo de 6leo em 4gua ultrapura (®); (C) SS em emulsio de 6leo em 4gua salgada (5 L' de
NaCl) (A); e (D) SOH em emulsio de 6leo em agua salgada (5g L™! de NaCl) (®). Condi¢des
experimentais: 50 mg de biossorvente, 50 mL de solugao em pH 2, tempo de contato igual a 15
minutos a temperatura ambiente (dp 0,98 a 47,12).
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A partir das isotermas acima, os modelos ndo lineares de Langmuir e Freundlich foram
aplicados, e os resultados mostrados na Tabela 8. Assim como nos testes de adsor¢ao para 6leo
de motor de carro, os desfechos foram similares, com o modelo de Freundlich sendo o de melhor
ajuste para as biomassas, que possuem sitios de adsor¢do heterogéneos e adsor¢do favoravel
com os valores de n maior que 1 para ambos os biossorventes (Almeida et al., 2018).

Baseado nos resultados de caracterizacao fisico-quimicos das biomassas, estas possuem
grupamentos superficiais distintos como os carboxilicos e basicos, observados nos testes de
titulagdo de Boehm e infravermelho, no qual possivelmente os sitios ativos responsaveis pela
adsor¢dao podem ser, sim, distintos como aponta o modelo proposto por Freundlich. Para a
analise BET observou-se que as biomassas ndo necessariamente apresentam adsor¢ao completa
da primeira camada e que possuem poros em forma de fendas, o que destaca estrutura irregular

como também foi verificado no MEV.
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Quanto ao modelo de Langmuir, o R? foi menor, o que corrobora os postulados para este

modelo, que pressupdem adsor¢do em monocamada e sitios ativos igualmente distribuidos

(Stafussa, 2014).

Tabela 8: Valores encontrados para os modelos ndo lineares de Langmuir e Freundlich, a partir
das isotermas das emulsdes oleosas em agua ultrapura e salgada com 6leo de motor de navio

para os biossorventes SS e SOH

Biossorventes
Emulsio em agua  Emulsio em agua
ultrapura salgada
SS SOH SS SOH

gmax(mg/g)  1074,71  15153,2 818,75 629,39

Langmuir Kt (L/mg) 0,0554 0,0098  0,3542  0,0836
RL 0,0165 0,0631 0,0034  0,0186

R? 0,9706 0,9999  0,8503  0,8329

KF 14,62 14,62 246,08 246,08

Freundlich n 1,0067 1,0067  2,8837  2,8837
I/n 0,9934 0,9934  0,3468  0,3468

R? 0,9999 0,9999  0,9605  0,9286

Ao comparar os resultados obtidos na Tabela 9 com aqueles descritos na literatura, as

biomassas deste estudo estdo entre os melhores resultados, em especial, para sor¢ao de 6leo em

emulsdes oleosas, cujas capacidades maximas de adsor¢do variaram entre 50 a 5470 mg g!.

Tabela 9: Capacidade adsortiva de diferentes matérias em emulsdes oleosas

Adsorvente Adsorbato qmax-l Referéncias
(mg g7)
Bagago de cana Emulsao sintética 207 Silva, et.al.,2019
Cinza de casca de arroz preto Emulsdo sintética 769 Razavi et al., 2015
Carvao ativado de Casuarina Emulsdo sintética com 50 Leite, et al., 2017
querosene

Filme fino de carbono amorfo Emulsao sintética 307 Fathy, et al., 2018
Concha — de  Xanthoceras g .4 sintética 75,1 Liu, et al., 2018
sorbifolia
Carvao ativado em po Emulsdo sintética 468,00 Okiel et al., 2011
Bagago de cana Emulsao sintética 5470,00 Boni 2012
Alumina hodrofobica Emulsao sintética 180,65 Franco et al., 2014

SS

Emulsdo sintética de
agua ultrapura e 6leo 846,51

de navio

Este trabalho
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Emulsdao sintética de

SOH agua ultrapura e oleo 836,42 Este trabalho
de navio
Emulsdao sintética de

SS agua salgada e 6leo de 930,59 Este trabalho
navio
Emulsdo sintética de

SOH agua salgada e 6leo de 898,00 Este trabalho
navio
Emulsdao sintética de

SS agua ultrapura e o6leo 511,8 Este trabalho
de carro
Emulsdo sintética de

SOH agua ultrapura e o6leo 525,92 Este trabalho
de carro
Emulsao sintética de

SS agua salgada e 6leo de 457,44 Este trabalho
carro
Emulsdo sintética de

SS agua salgada e 6leo de 574,86 Este trabalho
carro

4.3.6.2 Tempo de contato e variacdo da temperatura

A cinética de adsor¢ao de ambas as biomassas para o 6leo de navio foi similar a obtida
no teste anterior para 6leo de carro, ou seja, ndo apresentou estabilidade termodinamica, e
apresentou pontos de dessor¢ao ao longo do tempo para ambas as biomassas, como mostra a
Figura 17. Tal resultado corrobora a hipdtese de que essa variabilidade de adsor¢ao ao longo

do tempo se deve a instabilidade da emulsdo (Su et al., 2006).

Figura 17: Tempo de equilibrio. Condic¢des experimentais: 150 mg de biomassa com 150 mL
de emulsdo de 4gua e 6leo de navio (200 mg L") a 298 K (dv 0,5 a 1,0) (=) SS e (¢)SOH
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A SS apresentou melhor desempenho quando comparada a SOH com (max €em 15 min.

Apos esse periodo, obteve pontos de dessor¢dao nos dois tempos seguintes e voltou a adsorver
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em 30 min e, novamente, dessorveu nos tempos de 35 ¢ 40 min. Entretanto, a adsor¢ao de SS
maior do que SOH na temperatura de 25°C para emulsdo com 6leo de navio ndo foi confirmada
estatisticamente.

A SOH apresentou a cinética de adsor¢do mais rapida, sendo seu apice em 10 min.
Seguiu 0 mesmo comportamento da SS, com pontos seguintes de dessor¢do, novamente
processo de adsor¢do em 30 min e dessor¢ao em 35 e 40 min.

Esse tipo de rapida adsor¢ao para 6leos também foi verificado por Barthlott ez al., (2020)
na superficie da folha de Salvinia sp. em contato com um filme de 6leo sobrenadante, tendo a
adsor¢ao completa do 6leo acontecido em cerca de 50 segundos. De acordo com a pesquisa,
essa alta velocidade de adsorgdo e transporte se deram devido a arquitetura da folha, que possui
superficie hidrofobica e oleofilica. Igualmente, a velocidade de transporte do 6leo pela folha
ocorre em razao da alta densidade de tricomas, visto que a distancia média dos pelos foi de
244,29 + 38,27um na Salvinia. Segundo os autores, o pré-requisito mais importante para uma
interagdo capilar alta entre os pelos da folha ¢ a distancia de separagdo, cujos pequenos tricomas
muito proximos transportam o petréleo muito mais rapido.

Apos adigao desses resultados com aqueles dos modelos de adsor¢ao de Freundlich e os
obtidos para 6leo de carro, € possivel que o processo de adsor¢do de ambas as biomassas seja
reversivel, com possibilidade de reaproveitamento das mesmas para tratamento dos efluentes.

Nas temperaturas de 15, 25 e 35°C, a SS obteve melhor desempenho comparada a SOH.
Contudo, os resultados de adsor¢do de SS maior do que SOH para as temperaturas de 15 e 35°C
na emulsdo com 6leo de navio ndo foram estatisticamente significativos.

A variacdo da temperatura para a SS, Figura 18, ndo teve relacdo direta com a
capacidade adsortiva, cuja relacdo de temperatura com a adsor¢ao foi de 25°C > 15°C > 35°C.
A temperatura mais alta obteve menor desempenho para todos os pontos, porém apresentou
maior estabilidade em sua curva. Houve diferencga estatistica na adsor¢ao do 6leo de navio entre
as temperaturas 25 e 35°C. Por outro lado, a variacdo de temperatura de 15 para 25°C na
adsor¢ao de 6leo de navio ndo se mostrou estatisticamente significativa para a SS.

Todas as temperaturas tiveram comportamento similar nos primeiros 15 min. A
adsor¢do cresceu e, nos tempos subsequentes, houve dessorcdo, seguida de nova adsor¢ao.
Dessa forma, o equilibrio ndo foi atingido em até 40 min. Talvez esse equilibrio ocorresse, caso
a faixa de tempo do experimento fosse aumentada para verificar o tempo necessario. Entretanto,

o foco deste estudo era verificar periodos curtos de adsor¢do para que um biorreator fosse



77

construido. Por isso, um periodo superior a 40 min ndo era interessante para os testes
subsequentes.

Figura 18: Variagdo da temperatura ao longo do tempo. Condi¢des experimentais: SS 150 mg
de biomassa com 150 mL de emulsdao de agua e 6leo de navio (200 mg/L) (dv 0,9 a 1,5). (e)
25°C, (A) 15°C e (=) 35°C.
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A SOH também apresentou comportamento similar a SS com a variacdo da temperatura,
Figura 19, sendo a relacdo da temperatura com a adsorcdo igual a 25°C > 15°C > 35°C. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa para adsorcdo de dleo de navio entre as
temperaturas de 15 e 25°C para a SOH. Em contrapartida, a diferenca na adsor¢do de dleo de
navio para a SOH entre 25 e 35°C alcangou significancia estatistica.

As curvas resultantes da variagdo da temperatura com o tempo se apresentaram concavas
para baixo em todas as temperaturas avaliadas. Contudo, os pontos maximos de adsor¢ao foram
diferentes, sendo em 10, 25 e 35 min para as temperaturas de 25, 15 e 35°C, respectivamente.
A adsor¢ao de hidrocarbonetos por carvao ativado a partir da Causuarina equiseitifolia também
ndo foi linear, assim como a adsor¢do foi menor para temperaturas mais altas (Leite et al.,
2017).

Em todos os testes, as biomassas apresentaram instabilidade. Todavia, ¢ importante
destacar que houve adsor¢do em todos os ensaios com 5 min, assim como as biomassas

obtiveram rapida cinética independentemente da temperatura.
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Figura 19: Variacao da temperatura ao longo do tempo. Condi¢des experimentais: SOH 150 mg
de biomassa com 150 mL de emulsdo de 4dgua e 6leo de navio (200 mg/L) (dv 0,8 a 2,0) (e)

25°C, () 15°C e (A) 35°C.
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Modelos cinéticos na forma ndo linear foram testados com as trés temperaturas, Tabela

10. O modelo mais ajustado a todas as temperaturas e ambas as biomassas foi novamente o de

difusdo intraparticula. Anteriormente, também havia sido o melhor para a adsor¢do com 6leo

de carro. Dessa maneira, ratificou a ocorréncia da intera¢do adsortiva entre essas biomassas ¢

as emulsdes oleosas em mais de uma etapa (Juang et al.,2002). Esse fato pode ser observado

em todos os graficos cinéticos mostrados neste capitulo.

Tabela 10: Equagdes obtidas com modelos cinéticos nao lineares para 6leo de motor de navio

Biossorventes
15°C 25°C 35°C

SS SOH SS SOH SS SOH

Difusao Intraparticula Kgq 30,03 22,42 22,4 0,01 30,04 22,42
C 61,83 127,95 175,009 245,26 61,83 127,95
Rz 09811 09811 09811 0,9811 0,9811 0,9811

Elovich a 2,6914 253,02 399,89  2,5E22 5,65E16 2,15E11

B 0,001 0,0198 0,0177 0,2163 0,2017 0,1181
Rz 10,9998 0,9213 09206 0,9189 0,9189 0,9189

K, 23E7 1,1JES 1,1ES 2,3E7  2,3E7 2,3E7
Pseudo-segunda ordem e 198,72 230,12 277,19 245,26 198,72 230,12
Rz 10,7054 0,7054 0,7054  0,7054 0,7054 0,7054

A Tabela 11 apresenta os calculos termodindmicos a partir da variagdo de temperatura.

Ambas as biomassas apresentaram valor positivo e baixo de entalpia (inferior a 40 kJ/mol),
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mostrando que o processo de adsor¢do para 6leo de motor de navio ¢ fisico e endotérmico
(Sahmoune, 2019). A energia de entropia do sistema foi reduzida e negativa, sinalizando uma
alteragdo minima no sistema, o que demonstra que a adsor¢ao com emulsao de 6leo de navio

pode nao ser totalmente reversivel para as biomassas deste estudo (Sahmoune, 2019).

Tabela 11: Valores de AH e AS para as biomassas em 6leo de navio.
Biossorvente AH (kJ/mol) AS (kJ/mol.K)
SS 1,048 -3,6x107
SOH 3,542 -12,0x1073

A energia de Gibbs obtida foi positiva para as trés temperaturas com as duas biomassas,
como descrito na Tabela 12, comprovando que o processo de adsor¢ao ndo € espontaneo. O AG

variou pouco com a temperatura, em especial, para a SS.

Tabela 12: Valores de AG para os biossorventes em 6leo de motor de navio nas diferentes
temperaturas.

AG
Temperatura (°C) SS SOH
15 2,106 7,000
25 2,143 7,120
35 2,179 7,241

Embora os resultados termodindmicos ndo tenham sido favoraveis para a SOH, os
resultados experimentais de adsor¢do mostraram uma boa resposta da biomassa para a variagao
de concentragcdo, bem como varia¢do do tempo e temperatura. Estudos evidenciaram que
processos endotérmicos ndo espontaneos ndo inviabilizam o potencial de aplicagao do material

como adsorvente (Ackacha e Meftah, 2014; Li et al., 2016; Wu et al., 2016)
4.3.6.3 Efeito da variacdo do pH

O efeito da variagdo do pH na adsorcdo do 6leo usado de motor de navio para as duas
biomassas novamente foi incomum, como observado anteriormente para a emulsdo com oleo
de carro. Os pHs extremos apresentaram melhor resultado, o que reafirma a hipdtese
inicialmente apresentada sobre o excesso de ions no meio, negativos ou positivos, deslocarem
a nuvem eletronica das longas cadeias de hidrocarbonetos dos 6leos. Deste modo, promovem
um momento dipolo e facilitam assim a interagdo dipolo-dipolo com os sitios ativos das
biomassas.

A comparagao da eficiéncia entre a SS e a SOH, Figura 20, sugere que os valores de qe

entre SS e SOH com a variagdo do pH foram semelhantes. Estatisticamente ndo houve
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diferencas significativas em adsor¢do entre as biomassas para os quatro pHs avaliados no 6leo
de navio.
Figura 20: Capacidade de adsor¢do de 6leo de navio por SOH e SS de acordo com o pH.

Condigdes experimentais: 50 mg do biossorvente 50 mL de emulsdo 200 mg L' de 6leo em
agitagdo por 15 minutos. (dp 2,09 a 4,23). () SS e () SOH
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A Figura 21 ilustra a hipotese apresentada para formacdo do momento dipolo das
moléculas de 6leo e sua interagdo com a superficie da biomassa. E importante salientar que o
pH do meio também interfere na distribuicdo de cargas na superficie da biomassa. Como
discutido anteriormente, na caracterizacao fisico-quimica do PCZ, o meio pode aumentar ou

diminuir as cargas negativas e positivas do biossorvente.

Figura 21: Tlustragdo do momento de adsor¢ao pela interagdo momento dipolo-dipolo

‘//"/’ | ‘ (=] all

Comportamento inverso foi obtido no estudo de adsor¢@o de nanosilicas em dleo, em

que a adsorcdo foi maior em pH < pHpzc. Esse fato foi atribuido ao aumento das forgas de
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dispersao em pH < pHpzc, assim como as forcas repulsivas eletrostaticas dominadas em pH >

pHpzc (Franco et al., 2014).

4.3.6.4 Testes de adsor¢do em coluna de leito fixo

As curvas de ruptura das colunas para as biomassas SS e SOH obtiveram ponto de
quebra em 960 min com ambos os biossorventes, Figura 22. O ponto de ruptura aconteceu no
mesmo tempo, 1200 min, para as duas biomassas, porém em concentragdes distintas. De acordo
com as curvas obtidas, a SS apresentou menor capacidade de adsor¢ao do 6leo devido a menor
zona de transferéncia de massa quando comparada a SOH, cujo ponto de ruptura foi superior

ao da SS.

Figura 22: Curva de ruptura da coluna de adsor¢dao do 6leo de navio para as biomassas SS e
SOH. Condigdes experimentais: 220 mg de biomassa, vazio 0,58 mL.min"!, concentracdo da

emulsdo 12963 mg L', pH 2 (dp. 2,09 a 2,77). (A) SS e (®) SOH
0,12 .
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Os parametros para ambas as biomassas se encontram na Tabela 13. E possivel observar
que os parametros calculados para os biossorventes sdo muito proximos. As biomassas
apresentaram um tempo util expressivo e alta capacidade de saturacao. Cabe ressaltar que esses
valores sdo tedricos ¢ se baseiam na concentracao constante da emulsao oleosa, bem como no
fato de que a mesma ndo fica presa as paredes do sistema. A comparacdo entre as duas
biomassas foi realizada de acordo com o valor real de 6leo retido em cada uma delas. Apos a
adsor¢dio em coluna, o qe obtido para a SOH foi de 3,49 g g!, enquanto que 2,99 g g foi
alcancado para a SS. Logo, verificou-se que a SOH apresentou melhor capacidade adsortiva,

como observado anteriormente na Figura 22, pela maior zona de transferéncia de massa.
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Tabela 13: Parametros da coluna para as biomassas SS e SOH

SS SOH
Tempo total (min) 1255 1258
Tempo util (min) 889 890
Altura qtil (cm) 7,08 7,07
Capacidade de satura¢io (mg.g') 42891,09 42993,62
qe(ggh) 2,99 3,49

Um estudo separou 6leo condensado da dgua produzida, usando filme fino de carbono
amorfo preparado com folhas de dendezeiro, por técnicas de adsor¢do em leito fixo. Como
resultado, encontrou uma adsor¢do de 132,77 mg g' em 6 horas em temperatura ambiente
(Fathy et al., 2018).

Em outro estudo, a adsor¢ao de tolueno, benzeno e o-xilento foi realizada em coluna de
leito fixo com carvao de casca de coco. A capacidade maxima de adsor¢ao da coluna ficou em
124 mg.g™! para benzeno, 150,42 mg g! para tolueno e 165,07 mg g para c-Xilento (Luz,
2012).

Em outra proposta, a remocdo de 6leo diesel emulsificado e dissolvido em aguas
residuais de alta salinidade, com 6xido de grafeno como adsorvente, obteve uma capacidade
méxima de adsor¢do de 1335 mg g!, usando 200 mg L' de diesel e 1 mg de éxido de grafeno
(Diraki et al., 2019).

O modelo de adsor¢do para colunas Bohart-Adams foi aplicado e suas respectivas

constantes para as biomassas SS e SOH estdo representadas na Tabela 14.

Tabela 14: Parametros obtidos pelo modelo de adsor¢cao Bohart-Adams para as SS e SOH.

SS SOH
Kga (mL min' g1) 0,38 0,58
No(cm g) 10,185 13,58
R? 0,8767 0,9264

O modelo de Bohart-Adams foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais deste
estudo. De acordo com as premissas deste modelo, as interagdes laterais afetam o processo de
adsorcdo, assim como o sitio de adsor¢@o vizinho mais préximo afeta a difusdo do adsorbato na
solugdo para a superficie do adsorvente. A constante Kag mede a velocidade de transferéncia
do adsorbato para o adsorvente, que depende das interagdes soluto-soluto, soluto-adsorvente e

soluto-vizinhanga (Almeida, 2019).
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4.3.6.5 Teste de dessorgao

Os testes de dessor¢ao foram feitos apenas para a SOH, uma vez que, ao adicionar um
acido ou base para provocar a dessor¢ao, a biomassa in natura sofreria reagdes quimicas em sua
superficie e ndo seria possivel comparar os ciclos subsequentes com o inicial.

O teste com adi¢ao de HNOs3 para provocar a reversao da adsor¢do obteve resultado
oposto ao esperado, pois a biomassa adsorveu ainda mais o 6leo. Resultado interessante, uma
vez que demonstra que a SOH adsorve em meio extremamente acido.

O teste com adi¢do de NaOH obteve dessor¢do de 39,43%, o que aponta para possivel
reaproveitamento da biomassa. Porém, sdo necessdrios estudos futuros sobre ciclos de
adsorc¢ao, bem como aprimoramento da metodologia de dessor¢do e recuperagao da biomassa.
4.3.6.6 Teste de recuperagao

O teste de recuperacdo do dleo adsorvido pela SOH foi bem-sucedido, com 100% de
recuperagdo do 6leo apds a lavagem da biomassa com cloroférmio. Esse resultado sera de
grande importancia para os testes de biodegradagdo com o biorreator no Capitulo 4.
4.3.6.7 Efeito do tempo de contato

A Figura 23 ajuda a ilustrar a capacidade adsortiva da Salvinia sp. e da SOH, além dos
graficos obtidos a partir dos testes anteriores. O trabalho de Barthlott e colaboradores mostrou
a eficiéncia da folha da Salvinia sp. em adsorver o filme de 6leo, que ocorreu devido a estrutura

capilar superficial da planta. (Barthlott ef al., 2020)

Figura 23: Adsorcdo de dleo pela folha da Salvinia sp. Fonte: Barthlott et al., 2020.

Essa alta eficiéncia também foi verificada neste trabalho com o uso desta macrofita na

forma de biomassa seca (SS), e também da quimicamente modificada (SOH). A Figura 24
mostra a alta capacidade para a adsor¢ao de oleo lubrificante com ambas as biomassas apos 15

min em agitagao.
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Figura 24: Capacidade de adsor¢do da SS e SOH em o6leo lubrificante. Condigdes
experimentais: 50 mg de biomassa em 50 mL de emulsdo oleosa salgada 2 g L', tempo de
contato 15 min a temperatura ambiente. (dp 1,77 a 2,09).
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No mesmo experimento, foi possivel observar o melhor desempenho da SOH
comparada a SS. A Figura 25, em que a solu¢do final da SS aparece mais turva, ajuda a ilustrar

essa eficiéncia, ja quantificada em testes anteriores.

Figura 25: Comparacao da eficiéncia de adsor¢do da SOH e SS para emulsdo oleosa.

g
SOH

4.4 CONSIDERACOES

De acordo com os resultados do presente capitulo foi possivel avaliar a capacidade de
remocao dos Oleos lubrificantes por adsor¢do das biomassas SS e SOH, na qual obtiveram
capacidade maxima de adsorcdo de 930,59 e 898,00 mg g'! em 15 minutos, respectivamente.

Os estudos de interacao entre os compostos organicos € esses biossorventes foi realizado
e foi possivel verificar alta capacidade adsortiva das biomassas com a variacao da concentracao
dos oleos, rapida reposta de adsor¢do em 15 minutos, versatilidade de adsor¢do para diferentes
pHs e temperaturas. A variacdo desses parametros evidencia a oleofilicidade dos biossorventes
em questao.

A comparacao das duas biomassas SS e SOH foi realizada para todos os parametros e

foi possivel considerar que embora a SS tenha apresentado nos testes de adsor¢ao em batelada
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maior capacidade adsortiva comparada a SOH, a biomassa in natura mostrou instabilidade na
capacidade de retenc¢ao dos 6leos e maior liberacdo de interferentes para o meio aquoso.

O potencial de remocgao de 6leo usado de navio por colunas de adsorcao de leito fixo foi
verificado e as biomassas SS e SOH obtiveram capacidade méxima de adsorcao de 2,99 e 3,49
g g’ respectivamente. Esses resultados afirmam o carater de maior capacidade de retengio de
6leo da SOH quando comparada a SS.

Por fim, os resultados obtidos apontam o potencial uso da SOH como biossorvente para
tratamento de dguas oleosas como potencial capacidade de reutilizacao da biomassa através de
lavagens com solventes. No entanto estudos futuros se fazem necessarios para averiguagdo do

numero de ciclos da biomassa e seu uso em escala piloto e industrial.
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5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS NA
BIODEGRADACAO DE OLEO

5.1 INTRODUCAO

Os microrganismos podem ser encontrados nos mais diversos ambientes da crosta
planetaria, como fora dela, sendo possivel ndo sé observar sua interagdo com diferentes formas
de vida como também sua capacidade de adaptacao e sobrevivéncia a ambientes hostis. Além
disso, desempenham carater essencial na manutengao de ecossistemas, como, por exemplo, por
meio dos ciclos biogeoquimicos (Oliveira, 2009).

A biosfera ¢ constituida de diversos compostos. Dentre eles, os mais abundantes s3o os
hidrocarbonetos. E possivel que muitas espécies microbianas tenham desenvolvido a
capacidade de utilizar os hidrocarbonetos provenientes do petroleo e seus derivados como fonte
de carbono e energia (Boopathy, 2000; Tonini et al.,, 2010). A capacidade desses
microrganismos de promover o rompimento das ligacdes entre as cadeias de hidrocarbonetos ¢
conhecida como biodegrada¢do, em que o microrganismo ¢ capaz de decompor uma longa
cadeia carbonica total ou parcialmente (Boopathy, 2000).

O procedimento de isolar e identificar microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
de petroleo, € encorajado pela distribuigdo antropogénica deste contaminante e seus efeitos,
possivelmente, prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente. Estudos apontam que a
microbiota residente em locais contaminados por hidrocarbonetos se deve a um processo de
adaptagdo, no qual ocorre uma sele¢do das espécies, sobrevivendo aquelas mais resistentes ao
contaminante. Dessa forma, os microrganismos tendem a se adaptar as limitacdes com o uso de
seus proprios produtos genéticos. (Abbasian ef al., 2016; Maier; Gentry, 2015).

Nesse processo de adaptacdo, a comunidade microbiana degradadora dos
hidrocarbonetos pode sofrer uma queda temporaria no niimero total de individuos, seguida de
um aumento repentino na massa celular. Esse perfil indica uma melhoria no potencial genético
da microbiota, o que resulta em maior eficiéncia enzimatica e aumento da biodegradacao dos
poluentes, ja que as enzimas sdo as responsaveis por esse processo (Abbasian et al., 2016;
Maier; Gentry, 2015).

Neste capitulo foi feito o estudo de coleta, cultivo, identificacdo e selecdo de
microrganismos com potencial para biodegradar hidrocarbonetos derivados do petrdleo, com

énfase ao o0leo de motor de navio usado, visando atingir os seguintes objetivos especicos:
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d) Identificar e isolar bactérias coletadas em sedimento da Baia da Guanabara;

e) Verificar a capacidade de biodegradacao de 6leo lubrificante usado de motor de navio;

5.2 METODOLOGIA
Abaixo segue o resumo esquematico da metodologia abordada neste capitulo, Figura
26.

Figura 26: Fluxograma referente 4 metodologia aplicada neste capitulo.
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5.2.1 Area de amostragem e coleta

Foram realizadas trés coletas ao longo da Baia de Guanabara, cujos pontos escolhidos
se localizavam em éreas proximas aos locais de maior contaminagao, provenientes de fontes de
derivados do petroleo. Uma pa de metal auxiliou na coleta das amostras de sedimento, cuja
camada superficial de cerca de 10 cm de profundidade foi retirada para remocao de

microrganismos recentes (Rizzo et al., 2014). Trés amostragens foram realizadas no mesmo
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ponto, com uma distancia de até dois metros entre elas. Apos a coleta, a amostra era confinada
em recipiente plastico estéril e, por fim, armazenada em bolsa térmica para a manutengdo de

sua temperatura ambiente.

5.2.2 Isolamento das bactérias a partir do sedimento in natura

O isolamento dos microrganismos utilizou a técnica de diluigdo seriada, em que 10 g de
cada sedimento foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL com 90 mL de solugdo salina
0,8% (m/v) cada. Em seguida, realizou-se a dilui¢do seriada, que consistia em transferir 1 ml
dessa suspensao para tubo de ensaio contendo 9 mL de solucao salina. Entdo, uma aliquota de
1 mL foi retirada e transferida para outro tubo também com 9 mL de salina e, assim
sucessivamente até a dilui¢do na ordem de 10™*. De cada tubo, foi retirada uma aliquota de 0,1
mL e plaqueada por espalhamento com auxilio da al¢a de Drygalski, em triplicata, em placa de
Petri, contendo agar nutriente (extrato de carne 1 g L'!, extrato de levedura 2 g L', peptona 5 g
L', NaCl 5 g L', agar bacterioldgico 15 g L' e 150 mg L™! de ciclohexamida em pH 6,8) como
meio de cultura. A incubagao foi efetuada em estufa de secagem e esterilizagdo, Solab modelo
SL-100, a 35°C por 48 horas. Apos esse periodo, foi realizada a contagem de colonias de cada
placa. A seguir, as bactérias foram isoladas pela técnica de esgotamento por estrias multiplas,
em placas de Petri com meio agar nutriente, ¢ deixadas em incubagdo por 24h a 35°C. Repetiu-
se esse procedimento at€ que as colOnias estivessem livres de contaminagdo. Apds a
purificacdo, as bactérias obtidas foram conservadas em meio glicerol e mantidas congeladas a

- 4°C.

5.2.3 Isolamento das bactérias a partir do sedimento contaminado

Um ambiente contaminado foi simulado com o intuito de isolar bactérias resistentes a
contaminagdo. Para tal, 250 pL de uma mistura de 1+1 de 6leo usado de motor de navio e dleo
de motor de barco foi adicionada a 25 g de sedimento em erlenmeyer de 125 mL. Esse sistema
foi incubado por 15 dias a 35°C (Dantas, 2016). O mesmo procedimento foi realizado com 6leo
de motor de carro como agente contaminante. Ap6s o periodo de incubagdo, o cultivo e

isolamento das bactérias foi realizado de acordo com o descrito no item 2.2.

5.2.4 Caracteriza¢io morfologica das bactérias isoladas
Apos o isolamento das bactérias do sedimento in natura e do sedimento contaminado,
cada uma delas foi inoculada em placa de Petri com meio agar nutriente por 20h a 35°C para a

observagdo das caracteristicas macroscopicas das coldnias formadas. Posteriormente, foi
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aplicada a coloracao de Gram para verificar o tipo de bactéria e as suas caracteristicas estruturais

microscopicas.

5.2.5 Pré-seleciao das bactérias potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos.
Os testes que seguem foram utilizados para a selecdo do consorcio bacteriano para
compor o biorreator.

5.2.5.1 Teste de emulsificagao

A capacidade de emulsificacdo das bactérias isoladas foi testada para verificar a
producao de biossurfactantes. As células microbianas foram deixadas em agitag¢ao, 150 rpm,
em caldo nutriente (peptona 10 g L', extrato de levedura 5 g L' e NaCl 1 g L' em pH 7), por
48h, a 35°C. Apos centrifugacdo, a 500 x g por 10 min, 2 mL do sobrenadante foram retirados,
adicionados a 2 mL de 6leo lubrificante e agitados por 2 min em vortex. O sistema foi deixado
em repouso por 6 horas para verificagdo da estabilidade da espuma formada (Cooper e

Goldenberg; 1987). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.2.5.2 Teste de deslocamento do Oleo

Para a realizacdo do teste de deslocamento do 6leo, as bactérias foram previamente
inoculadas em glucose 5 g L™ por 24 h, a 35°C e 150 rpm. Um volume igual a 15 mL de 4gua
destilada foi colocado em placas de Petri com 5 cm de didmetro. Para produzir uma camada
apolar, 250 pL de o6leo lubrificante foram acrescentados lentamente para a formagao do filme
de 6leo. O oleo de motor de carro foi escolhido como lubrificante, por ser mais denso e produzir
uma pelicula mais estavel. Em sequéncia, 10 pL do in6culo do microrganismo em glucose,
foram adicionados sobre o filme formado. O resultado considerado positivo foi a formagao de
um halo, proveniente do espalhamento do o6leo. Por outro lado, quando a gota apenas se
dissolveu na 4gua sem promover altera¢do na lamina de 6leo, o resultado foi negativo. A agua
destilada foi utilizada como controle negativo, enquanto que solu¢do de Extran 5%, como

controle positivo (Kreischer; Silva, 2017). Todos os testes foram feitos em triplicata.

5.2.5.3 Determinagao preliminar de biodegradabilidade usando o indicador redox DCPIP

Células das bactérias isoladas foram inoculadas em erlenmeyers de 50 mL contendo 15
mL de meio minimo acrescido de 1% (m/v) de glicose e 0,1% (m/v) de extrato de levedura, em
agitacdo a 150 rpm, por 48 horas a 35°C (Peixoto e Vieira, 2005). A padroniza¢do da
concentracdo dos microrganismos foi determinada pela escala de Mac Farland tubo de n° 3.
Apoés a padronizagdo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para tubo eppendorf estéril e

centrifugada por 5 min a 500 x g. O sobrenadante foi removido e 1 mL de salina 0,8% (m/v)
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adicionado ao tubo, seguido de centrifugagdo por 5 min a 500 x g. O sobrenadante foi retirado
e descartado, e, as células, foi adicionado 1 mL de meio minimo.

Em placa de acrilico com 96 micropocgos, previamente esterilizada com luz UV por 30
min, 20 pL de suspensdo de microrganismo, 168 nL de meio minimo, 12 pL de solucdo de sal
de sddio 2,6 dicloroindofenol (DCPIP) 1 g L}, e, por fim, 2uL de contaminante (6leo de motor
de carro, 6leo de motor de barco, 6leo usado de motor de navio e 6leo diesel S500) foram
adicionados em cada micropoco. As amostras foram incubadas por 24 h, a 35°C. Pogos de
controle negativo contendo a mistura descrita acima, sem a suspensao de microrganismo foram
preparados para cada um dos contaminantes, que foram testados separadamente e em triplicata
(Oliveira, 2009). A leitura do resultado foi realizada conforme a mudanca de coloragdo de azul
claro para incolor, de forma visual. De acordo com a metodologia, essa mudanca significa que
houve a oxidaga@o do corante, indicando a degradag@o do contaminante.

Esse teste foi repetido para todas as bactérias, porém aumentando o tempo e o volume
da reagdo, Figura 27. Em frascos de penicilina de 20 mL, o sistema foi constituido de 1,5 mL
de meio Bushnell-Hass (K;HPOs 1 g L'; KH,PO4 1 g L', NH4NOs 1 g L!; MgS04.7H20 200
mg L!; FeCl; 50 mg L'!; CaCl».2 H,0 20 mg L' em pH 7), com 0,480 mL de indculo € 20 uL
de contaminante (6leo de motor de carro, 6leo de motor de barco, 6leo usado de motor de navio
e 6leo diesel S500), submetido a agitagdo de 150 rpm por 48 h, a 35°C. Também foram feitos
controles negativos sem adi¢do de inoculo. Apods esse tempo, foram adicionados 1,5 pL de
DCPIP para indicar a presenga ou auséncia de oxidagdo do meio, sendo considerado positivo
os sistemas que permaneceram incolores apds a adi¢do do DCPIP (Hanson ef al., 1993). Este
procedimento foi repetido com alteragao no tempo de 48 h para 168 h a fim de verificar maiores

modificag¢des no sistema.

Figura 27: Inicio do teste de oxidagdo do corante 2,6 dicolorofenol-indofenol para o processo

de biodegradagdo em frascos de penicilina

B
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5.2.6 Identificacdo das espécies de bactérias selecionadas com maior potencial para
degradacao
5.2.6.1 Extragdo do DNA

A extragdo do DNA foi desenvolvida a partir dos isolados crescidos em agar nutriente
por 48h, a 35°C. Apos esse periodo, a biomassa formada foi diluida em 400 uL de salina 0,5%
(m/v). Na sequéncia, a extracdo do DNA foi realizada, seguindo o protocolo do kit comercial
Zymo Research. A leitura em espectrofotometro Uv-visivel (Shimatzu BioSpec-nano), em

comprimento de onda 260 nm, confirmou e quantificou o DNA extraido.

5.2.6.2 BOX-PCR

O BOX-PCR foi realizado utilizando o iniciador BOXAIR (5’
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3’). Em tubos microtubos de 1 mL, adicionou-se 10uL
de tampao de PCR 5X da Promega®, com 5pL de MgClz 3,75mM, com SuL de dNTP 10 pM
da Promega®, com 2 pL do primer AIR 10 uM, com 0,5 pL. de 7Tag DNA polimerase, com 1
uL de DNA e 26,5 uL de agua MilliQ estéril g.s.p. O ciclo aplicado foi, primeiro, 7 min a 95°C;
em seguida, 1 min a 94°C, e depois, 1 min a 53°C e¢ 8 min a 65°C. Esse segundo passo foi
repetido na mesma ordem por 30 vezes e, por ultimo, 16 min a 65°C e, a seguir, as amostras
foram resfriadas a 4°C.

Esses produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 1,4% corado com corante
Safer. As amostras de DNA (7 uL) foram misturadas com o corante para eletroforese (3 uL) e,
assim, aplicadas no gel. No ultimo pogo, foram acrescentados 5 pL. do marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Promega O). Entdo, o gel foi submerso em solugéo tampao
TEB (Tris 10,7 g L', EDTA 0,58 g L' e 4cido bérico 5,5 g L), corrente elétrica de 90 V, por
240 min para verificar a amplificagdo por PCR. Em seguida, o gel foi observado e fotografado
sob luz UV no sistema de analise de imagens IMAGO (B & L, Holanda). Para analise do perfil

de bandas gerado, foi feito um dendograma com o programa BioNumerics.

5.2.6.3 Identificacao molecular

Os microrganismos foram identificados molecularmente através do sequenciamento de
parte do gene, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal. Dessa forma, foram
realizadas reagdes de PCR, utilizando-se os iniciadores universais pA (5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’- forward) e pH (5 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’-
reverse) (Massol-Deya et al., 1995). Em microtubos de 800uL, foram adicionados SuL de
tampao de PCR 5X da Promega®, 2,5 pL. com 1,5 mM de MgCl, com 0,5 pL de dNTP 1 mM,



96

com 0,5 pL do prime pH 1 uM, com 0,5 pL do prime PA 1 uM, com 0,2 pL. de Tag DNA
polimerase 2,5 U com 1 pL de DNA da amostra na concentragio entre 50 a 100 ng uL™!' e 100
uL dgua Milli-Q. O ciclo aplicado foi, primeiro, 2 min a 94°C; segundo, 70s a 94°C, e depois
30sa48°Ce 2 mine 10s a 72°C. Também aqui, esse segundo passo foi repetido na mesma
ordem por 35 vezes e, por ultimo, 2 min a 72°C, seguido de resfriamento das amostras a 4°C.
Os produtos de PCR foram purificados com o kit comercial “Wizard™ Rapid PCR
Purification System” (Promega ®) e sequenciados pela Plataforma de Sequenciamento de DNA
- RPTO1A — Fiocruz. O resultado da sequéncia do gene, que codifica o 16S rRNA, foi
comparado com cepas de referéncia com nomes publicados validamente, usando banco de
dados GenBank e a ferramenta BLAST-N (www.ncbi. NIm.nih.gov/blast) para confirmar a
identidade da cepa PVGOC-3. Em seguida, as sequéncias foram alinhadas no BioEdit Sequence
Alignment Editor e importadas para a construcdo de uma arvore filogenética pelo método

Neighbor-Joining, no programa MEGA X (Tamura et al., 2013).

5.2.7 Capacidade do microrganismo para acessar a fonte de carbono em meio solido

A capacidade do microrganismo para acessar a fonte de carbono em meio sélido foi
avaliada usando, como fonte de carbono, o 6leo de motor de navio e 6leo de motor de barco
(Arulazhagan; Vasudevan, 2011). As bactérias foram inoculadas pela técnica de espalhamento
superficial em placa de Petri com meio BH, agar 15 g L', em pH 7, suplementado com 0,02 %
de 6leo, em triplicata. Como controle negativo, os microrganismos foram inoculados em placas,
contendo somente o meio BH e agar, em pH 7. Todas as placas foram incubadas a 35°C por 7

dias.

5.2.8 Teste de crescimento microbiano na presenca de hidrocarbonetos

Para o preparo do in6culo, as bactérias a serem testadas foram previamente cultivadas
em caldo nutriente por 48h, a 35°C. Em erlenmeyer de 125 mL, foram adicionados 25 mL de
Meio BH e 250 uL de 6leo usado de motor de navio, seguido de adi¢do de 10 uL do in6culo e
agitacdo de 150 rpm, a 35°C, por 7 dias, em triplicata. Ao final do periodo de incubagdo, uma
aliquota de 2 mL foi retirada e submetida a leitura em espectrometro (Biospectro sp-22 manual)

a 600 nm para verificar o crescimento dos microrganismos (Das e Mukherjee, 2007).

5.2.9 Teste piloto de quantificacdo de biodegradacao de 6leo
As estirpes, previamente crescidas em caldo nutriente, foram inoculadas (480 uL de
in6culo) em frascos de penicilina de 20 mL, contendo 1,5 mL de meio BH, e 20 uL de 6leo de

motor de navio, e mantidas em agitagdo de 150 rpm, a 35°C, por 7 dias, em triplicata. O controle
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negativo foi feito sem adicdo de indculo, em triplicata. Apds esse periodo, em cada frasco,
foram adicionados 5 mL de cloroférmio e deixados em agitagdo por 15 min. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado, a solugao organica analisada no espectrofotometro UV-Visivel (UV-
2600 SHIMADZU), e realizada a varredura de 200 a 800 nm. Por fim, a quantificagdao do o6leo
foi determinada pela absorvancia indicada (Capitulo 1 item 2.7).

Os célculos para a porcentagem de biodegradagdo do 6leo foram feitos de acordo com
a equacao 15:

% de biodegradacio = (%) x 100% Equagdo 15

Onde, Ccn: Concentragdo inicial de oleo, realizado pelo controle negativo e Cr:
concentracao final de 6leo.

A estatistica dos resultados obtidos pelas cepas foi realizada pela analise de variancias
ANOVA, seguida do teste de médias Turkey, no Excel. A tabela com os resultados obtidos

segue no APENDICE C.

5.2.10 Teste de antagonismo

Para verificar a existéncia de inibi¢ao de crescimento entre as colonias, em uma mesma
placa de Petri, contendo agar nutriente, quatro estirpes em formato da letra “E” foram
inoculadas, utilizando swabs, e mantidas a 35°C, por 24h. Os testes foram feitos em triplicata e

com andlise combinatoria entre as cepas bacterianas (Williston, Zia-Walrath e Youmans, 1947).
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Coleta, contaminacio do sedimento com 6leo e isolamento de microrganismos

A baia de Guanabara tem grande importancia econdmica, social e ambiental, devido a
sua localizagdo central na regiio metropolitana do Rio de Janeiro. E ambiente eutrofizado, que
abriga diversas espécies de peixes. Sujeita a forte urbanizagdo e industrializagao, apresenta um
histérico de ambiente altamente degradado em func¢do da poluicdo doméstica e industrial,
responsaveis pela grande quantidade de matéria organica, nutrientes, hidrocarbonetos, entre
outros contaminantes, que sdo descarregados diariamente na baia. Como resultados dessa
poluicdo progressiva, elevados niveis de HPAs sdo registrados nas dguas, sedimentos e em
alguns invertebrados e vertebrados, presentes na Baia de Guanabara (Resende et al., 2016;
Barros et al., 2018).

A bacia hidrogrifica da baia de Guanabara abrange uma area de cerca de 4.000 Km?,

sendo o ponto central de uma complexa bacia de drenagem, onde desaguam cerca de 35 rios
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principais. Sua bacia hidrografica engloba 15 municipios com cerca de 14.000 industrias, além
de abranger o 2° maior parque industrial do pais, que inclui uma das maiores refinarias. O
despejo de esgotos, os derrames de 6leo, intensa atividade de navegacgdo, assoreamento € a
presenca de contaminantes quimicos, como os HPAs, de materiais toxicos, tais como metais,
hidrocarbonetos, matéria organica e nutrientes de origem antrépica em suas aguas tém
contribuido para o aumento de sua polui¢do (Resende et al., 2016; Barros et al., 2018). Essas

caracteristicas sécio-fisico-economica da Baia de Guanabara podem ser observadas na Figura

28.

Figura 28: Caracteristicas socio-fisico-econdomica da Baia de Guanabara. (e) Currais

pesqueiros, (#&) Industrias, (6) Esgoto, (-~-) Hidrografia, (_ ) Manguezal. Fonte: Menicone,
2007.

-
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A Baia de Guanabara, localizada na regido metropolitana do Rio de Janeiro, apresenta
grande importancia econdmica, social e ambiental para a regido na qual esta inserida (Barros et
al., 2017). Por estar localizada em uma regido densamente urbanizada e industrial, a baia
apresenta ambiente altamente eutrofizado, em funcdo da poluicdo doméstica e industrial
(Kjerfve et al., 1997; Barros et al., 2018).

O primeiro ponto de coleta foi identificado como EI (Figura 29), localizado a S
22°47°377 e W 43°°11°322. O local encontrava-se bastante eutrofizado, com presenca de

matéria organica densa na superficie do sedimento. Esta area foi escolhida devido a
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proximidade com navios desativados e a baixa maré, que permite a permanéncia de

microrganismos no sedimento por maior periodo.

Figura 29: Primeiro ponto de coleta as margens da Baia de Guanabara, proximo a um
estaleiro.

O sedimento superficial foi removido, cerca de 10 cm (Figura 30), para amostrar o
sedimento com microrganismos persistentes (Rizzo et al., 2014). Apds a coleta, dezesseis
colonias de aparéncia distinta foram isoladas deste ponto. Parte deste sedimento foi

contaminada e, ap6s periodo de 15 dias, foram isoladas dezenove coldonias de aparéncia distinta.

Figura 30: Aparéncia do sedimento coletado no primeiro ponto de amostragem (EI)

O segundo ponto amostrado, Figura 31, foi na drea proxima a um manguezal, localizado
em S 22°°47°377 e W 43°°11°322. Os manguezais sao ambientes favoraveis ao crescimento de
microrganismos degradadores de derivados do petroleo, em especial os hidrocarbonetos. Isso

se deve a lenta dindmica dos manguezais, que recebe nutrientes vindo do mar em épocas de
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cheia, para depois promover a manuten¢do e renovacdo da vida marinha nos periodos de

estiagem (Oliveira, 2006).

Figura 31: Segundo ponto de amostragem, area de manguezal, as margens da Baia de
Guanabara.

O sedimento foi amostrado e treze colonias de aparéncia distinta foram isoladas a partir
deste ponto. Posteriormente, esse sedimento foi contaminado, € nove colonias de aparéncia
distinta foram isoladas ap6s um periodo de 15 dias.

O terceiro ponto posicionado abaixo de uma ponte de trafego intenso, localizada em S
22°50°023 e W 43°°14°465. A area de localizacdo deste ponto abrange grande circulacdo de
automoveis, que, em periodos chuvosos, contamina ainda mais o ambiente j& eutrofizado com

residuos de combustiveis de lubrificantes.

Figura 32: Terceiro ponto de amostragem, area de trafego intenso, constituida por sedimento
arenoso.

Diferente dos demais, o terceiro ponto possui solo arenoso (Figura 32), o que pode

constituir uma biota diferente dos anteriores, uma vez que este tipo de sedimento permite uma
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maior aeragdo das camadas inferiores. A partir da amostra coletada, vinte e nove coldnias de
aparéncia distinta foram isoladas, enquanto que, na parte do sedimento contaminado, isolou-se
dezoito colonias de aparéncia distinta. No total, cento e cinco microrganismos foram isolados,
sendo cinquenta e oito nos sedimentos in natura € quarenta e sete naqueles contaminados pelos
6leos lubrificantes de navio e carro.

O objetivo da contaminag@o com O6leo lubrificante foi limitar os nutrientes disponiveis
aos microrganismos ali presentes, a fim de simular ambientes contaminados, visto que esse ¢
um problema comum em certos ambientes marinhos. De acordo com a literatura, os
microrganismos utilizam seus proprios produtos genéticos para se adaptar a escassez de
nutrientes do local, em que € possivel notar uma queda abrupta do nimero de células, seguida
de um aumento da massa celular. Durante o processo de adaptagdo, somente os microrganismos
que possuem o gene responsavel pela degradacdo de hidrocarbonetos conseguem manter sua
atividade energética, adaptando sua fisiologia para um consumo minimo de nutrientes e
minerais. Entdo, o potencial genético da microbiota ¢ melhorado, resultando em maior
competéncia enzimatica, responsavel pelas vias de biodegradacdo dos poluentes, que utilizam
esses compostos como fonte de carbono e energia (Abbasian et al., 2016; Maier; Gentry, 2015).

A Baia de Guanabara ¢ um ambiente de vasta riqueza ecologica, onde ha uma
diversidade microbiologica de grande potencial biotecnologico. Diversos estudos isolaram
diferentes microrganismos desse local, como, por exemplo Vibrio alginolyticus (Lafisca et al.,
2008), Raoutella ornithinolytica, Providencia rettgeri, Salmonella ssp., Kluvera spp. (Viana,
2011). As espécies B. subtilis (Krepsky, et al., 2007) e Bacillus sp. (Souza-Maciel et al., 2006)
também foram isoladas de solos contaminados por hidrocarbonetos do petroleo na Baia de
Guanabara, o que corrobora os resultados encontrados neste trabalho, em que vinte e duas
bactérias identificadas geneticamente pertencem ao género Bacillus.

Assim como na coleta da Salvinia sp, a coleta realizada dos sedimentos foi cadastrada

no SISGEN com ntemero de cadastro AAB138D para microrganismos isolados.

5.3.2 Caracterizacio morfologica dos microrganismos

Os microrganismos foram identificados morfologicamente por meio da estrutura de suas
colonias, caracteristicas microscopicas e pela coloragdo de Gram apo6s o isolamento e
purificagdo. A Tabela (APENDICE E) apresenta a imagem macroscopica e microscopica de
cada estirpe isolada. Todos os 105 microrganismos obtidos foram identificados como bactérias
Gram positivas, em formato de bastonetes e formadoras de endodsporos elipticos, € assim

identificadas preliminarmente como bactérias do género Bacillus (Krepsky, et al., 2007). Sendo
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este género de bactérias comumente encontrado em sedimentos ambientais. A diferenga entre
essas bactérias se deve a formagdo de suas colonias, que possuiam organizacgdo distinta, € o
tamanho dos bacilos.

A cada cepa foi designada um cédigo alfanumérico de identificacao, que foi utilizado

até a identificagdo molecular de cada espécie.

5.3.3 Teste de emulsificacao

Entre as cento e cinco bactérias isoladas, setenta e uma apresentaram resultado positivo
para emulsificagdo, indicando formacdo do biossurfactante por apresentarem espuma
permanente apos seis horas. A agdo espumante ¢ uma das carateristicas dos biossurfactantes.
Esses compostos auxiliam na promogao da biodegradagao, pois reduzem as tensdes interfacial
e a superficial, causadas pelo contato de compostos polares com apolares, como também
colaboram para redugdo da concentragao critica de micelas (Dadrasnia; Ismail, 2015). Na
industria do petréleo, os biossurfactantes podem ser aplicados em recuperacdo aprimorada de
6leo, derramamentos de o6leo, limpeza de navios contaminados com o6leo, controle de
viscosidade, emulsificacdo de 6leo e remocgdo de dleo bruto do lodo (Montagnolli ef al., 2015).

Os varios biossurfactantes microbianos possuem estruturas unicas ¢ ilimitada variedade
de aplicagdes em potencial, indo da biotecnologia a limpeza ambiental. Logo, podem ser mais
apropriados do que os surfactantes quimicos sintéticos e tradicionais. Suas propriedades os
tornam adequados para inumeros usos industriais, envolvendo detergéncia, emulsificagao,
lubrificagdo, capacidade de formagdo de espuma, capacidade de umedecimento, solubilizagdo
e dispersdo de fases (Mukherjee ef al., 2016). A produgdo e caracterizacdo de biossurfactantes
bem como seu potencial biotecnoldgico para biodegradagdo foram verificados para Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis (Ayed et al., 2015; De Oliveira et
al.,2017).

5.3.4 Teste de deslocamento do 0leo

A capacidade de promover a dispersao da pelicula de 6leo sobre a agua se manifestou
em vinte e quatro das cento e cinco bactérias isoladas, como pode ser observado na Figura 33.
Somente essas estirpes foram capazes de produzir algum composto com possivel capacidade
para reduzir a tensdo superficial o6leo/dgua. Estudos futuros sobre as caracteristicas dos
possiveis biossurfactantes produzidos e suas aplicacdes biotecnoldgicas sdo necessarios. As

espécies Bacillus subtilis € Pseudomonas aeruginosa também foram capazes de produzir o
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deslocamento superficial do 6leo sobre a 4gua com a produgdo de biossurfactante (Alvarez et.

al., 2015).

Figura 33: Imagens dos resultados positivos para dispersdo da pelicula de 6leo sob efeito da
adi¢ao dos sobrenadantes dos meios de crescimento das bactérias com efeito tensmatwo
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PVGOB-9 PVGOC-3 PVGOC-5

Bactérias produtoras de biossurfactantes podem ser encontradas em diversos ambientes.
Entretanto, estudos mostram maior tendéncia para o desenvolvimento desses microrganismos
em locais contaminados por hidrocarbonetos (Soltanighias et al., 2019; Alvarez et al., 2015).
O interesse por bactérias produtoras de biossurfactantes ocorre por sua ampla aplicabilidade em
diversos setores da industria, pois a grande maioria dos surfactantes disponiveis
comercialmente podem ser sintetizados a partir de derivados de petrdleo. Além disso, os
biossurfactantes sdo mais eficazes do que os surfactantes quimicos (Alvarez et al., 2015;
Alvarez et al., 2018).

Os biossurfactantes, além do seu emprego no setor petrolifero, na descontaminagao de
areas e recuperacao microbiana aprimorada de dleo, também apresentam grande potencial nas
industrias farmacéutica e alimenticia. Outra caracteristica de interesse desse composto ¢ a
produgdo de bioemulsificantes, muito importantes por sua alta atividade de emulsificacdo e
capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial (Alavarez et al, 2015). Esses
bioemulsificantes j& sdo utilizados em formulacdes de alimentos comerciais, sendo empregado
como texturizadores, viscosificantes, emulsificantes e agentes redutores de sinérese. Entretanto,
existe ainda um numero limitado de estudos relacionados a caracterizacdo de novos

bioemulsificantes pela dificuldade em distingui-los dos biossurfactantes (Alvarez et. al., 2018).

5.3.5 Determinaco preliminar de biodegradabilidade usando o indicador redox DCPIP

O teste de biodegradabilidade com o uso do indicador redox DCPIP ¢ simples e de baixo
custo. Sua eficiéncia foi verificada por diversos autores, que destacaram o importante papel
deste indicador na detec¢do de microrganismos, como as bactérias com potencial para degradar
hidrocarbonetos (Montagnolli et al., 2015; Habib et al., 2017; Ime et al., 2018; Peixoto et al.,
2018).

Esse teste verificou a existéncia de diferentes respostas de cada microrganismo para
distintas cadeias de hidrocarbonetos. O experimento constatou a mudanga de coloragdo apds 24
horas, como observado na Figura 34, indicando a possibilidade de biodegradagdo de

hidrocarbonetos para algumas bactérias. Apenas aquelas que tiveram a cor variando de rosa a
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incolor foram consideradas como resultado positivo. Por outro lado, as de tonalidade lilas a azul
claro foram consideradas resultados negativos. Entre as cento e cinco bactérias testadas, vinte
e cinco apresentaram resultado positivo por oxidagdo do corante 2,6 dicolorofenol-indofenol.

Figura 34: Teste oxidagdo do corante 2,6 dicolorofenol-indofenol para inicio do processo de
biodegrada¢do em micropogos. (A) inicio do teste; e (B) resultado apds 24 h.

"
m_

No segundo teste realizado, houve aumento de tempo e volume de reagdo. Trinta e
quatro bactérias apresentaram resultado positivo entre as cento e cinco investigadas. Nesse
experimento, o corante foi totalmente oxidado, promovendo a mudanca da coloragdo azul para
incolor, como pode ser observado na Figura 35, que apresenta uma parte desses resultados
positivos.

Figura 35: Resultado do teste de oxidag¢do do corante 2,6 dicolorofenol-indofenol para inicio
do processo de biodegradacgdo para diferentes estirpes apos 168 h

Avaliagao da biodegradagao do petrdleo para Bacillus toyonensis pelo uso do indicador
redox DCPIP também foi bem-sucedida (Peixoto et al., 2018), assim como para o Bacillus
subtilis no estudo da degradacdo de petroleo, diesel e biodiesel (Cruz et al., 2013) e da
Pseudomonas aeruginosa para a degradacao de o6leo lubrificante automotivo usado (Lopes,
2014). Da mesma forma, a biodegradacao para consorcio misto composto por Phoma sp, S36
Phoma sp, S24 Rhizopusoryzae, S46 Fusarium sp, S42 Fusarium sp, S32 Fusarium sp, S33
Fusarium sp e S51Fusarium sp S31 Phoma sp e M87 Microbacterium sp (Lima, 2016) foi
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exitosa. Esse mesmo teste de oxidag@o do corante foi utilizado para degradagdo de querosene
nos fungos Penicillium aurantiogriseum, P. corylophilum e P. griseofulvum (Maciel et al.,
2013).

Ao comparar os resultados obtidos para o teste de micropocos € em frascos de 20mL foi
observado um maior nimero de estirpes possivelmente degradadoras com o aumento do tempo
de 24h para 168h. Entre as vinte e cinco estirpes que obtiveram resultado positivo em 24h no
teste em micropogos, vinte e trés apresentaram também resultado positivo para 168h. Esses
resultados evidenciaram a influéncia do tempo sobre o processo de biodegradacao do oleo. A
biodegradagio de pireno (10 mg L") por Mycobacterium gilvum obteve 20% de biodegradagio
em 24h para 100% em 168h (Deng et al., 2016).

5.3.6 Analise dos resultados para pré-selecio das bactérias potencialmente degradadoras
de hidrocarbonetos

Ao analisar os conjuntos de resultados, construiu-se a Tabela 15 para verificar quais
estirpes apresentavam maior nimero de resultados positivos. A partir desta analise, vinte e duas
bactérias, consideradas as mais promissoras a biodegradacdo de hidrocarbonetos, foram

selecionadas para identifica¢do da espécie por sequenciamento do fragmento de RNA 16 S.

Tabela 15: Conjunto dos resultados para pré-selecdo das estirpes com maior potencial de
degradacao de hidrocarbonetos.

Estirpe OM 2°0 TE DO Estirpe OM 2°0 TE DO Estirpe OM 2°0 TE DO

El-1 n p p n MO-1 n n p n PVG-13 n p n n
EI-2 n n p n MO-2 n n p n PVG-14 n n n n
EI-3 p n n p MO-3 n n n n | PVG-15 p p n p
El-4 p p p p | MO-4 n p n n | PVG-16 p p p n
EI-5 p p p p | MO-5 p n n p PVG-17 n n n n
El-6 p p p n | MO-6 n n n n PVG-18 n p n n
EI-7 p p p p | MO-7 n p n n | PVG-19 n p p n
EI-8 p p p n | MO-8 n p n n PVG-20 n n p n
EI-9 n n n n MO-9 n n n n PVG-21 n n p n
EI-10 n n p n MO-10 n p n n PVG-22 n n p n
EI-11 n n p n MO-11 n n p n PVG-23 n p n n
EI-12 n p p n | MO-12 n n p n [ PVG-24 p p p n
EI-13 p p p n | MO-13 n n p n | PVG-25 p p p n
El-14 n n . N 11\/IOOB- . . I . PVG-26 n N n n
EI-15 n n . n 1;/IOOB- " . " " PVG-27 n n n n
EI-16 n n 5 n 13\/IOOB- 5 n n 5 PVG-28 5 3 5 n
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EIOB-1 MOOB- PVG-29

n n p noly p p n p n p n
EIOB-2 MOOB- PVGOB-1

n n p P p n n p n n n n
EIOB-3 MOOB- PVGOB-2

n n p P p n n p n n p p
EIOB-4 MOOC- PVGOB-3

n n p no p n n p n n p n
EIOB-5 MOOC- PVGOB-4

n n n P, p n n n n n p n
EIOB-6 MOOC- PVGOB-5

n n p P 5 n n p n n n p n
EIOB-7 MOOC- PVGOB-6

n n n ns p p p n n n p n
EIOB-8 n n p n | PVG-1 n n n n | PVGOB-7 n n p n
EIOB-9 n n p n | PVG-2 p p p p |PVGOB-8 n n p n
EIOB-10 n n p n | PVG-3 n p p n | PVGOB-9 n n p p
EIOC-1 n n p n PVG4 n n p n PVGOC-1 n n p n
EIOC-2 n n p n PVG-5 n n n n PVGOC-2 n n p n
EIOC-3 n n p n PVG-6 n p n n | PVGOC-3 »p p p p
EIOC-4 n n n n PVG-7 n n p n PVGOC-4 n n p n
EIOC-5 p p p p | PVG-8 n n p n PVGOC-5 n n p p
EIOC-6 n n n n PVG-H9 n n p n PVGOC-6 n n p n
EIOC-7 n n n p PVG-10 n p n n PVGOC-7 n n p n
EIOC-8 n n p n PVG-11 n p n n PVGOC-8§ n n p n
EIOC-9 n n n n | PVG-12 p p p p |PVGOC-9 n n p n

OM - Teste de oxidagdo em micropogos; 2°0- Segundo teste de oxidagdo em frascos de penicilina sob agitagio;

TE- Teste de Emulsificagdo; DO- Deslocamento do 6leo; - Bactérias

selecionadas

- Positivo; n- Negativo;

O critério de sele¢do considerado foi o maior nimero de resultados positivos, sendo o
segundo teste de oxidagdo do corante, em frascos de penicilina, o preferencial. Como todas as
bactérias deste estudo pertenciam ao género Bacillus, fez-se necessario selecionar grande
numero de estirpes a fim de aumentar a chance de identifica¢do de espécies distintas. Assim,
aumentaria também a possibilidade de se obter um consorcio de bactérias com maior potencial
para biodegradagdo em biorreator.

Entre as vinte e duas cepas bacterianas selecionadas, cinco vieram do sedimento
contaminado, indicando que o processo de contaminagao nao foi efetivo na selecio de bactérias
potencialmente degradadoras. Uma hipdtese pode estar relacionada ao carater das bactérias
isoladas, o fato de todas serem Bacillus Gram positivos formadores de enddsporos. Essas
espécies caracterizam-se pela producdo de enddsporos, células resistentes formadas pela
bactéria em condi¢des ambientais extremas, como escassez de nutrientes, altas temperaturas ou

baixas temperaturas e presenca de substancias toxicas. Esses enddsporos permanecem inativos
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até que novamente o ambiente adquira condi¢des adequadas para o desenvolvimento das células
bacterianas (Priest, 1993).

Entre os trés locais de amostragem na Baia de Guanabara, aquele que apresentou menor
numero de cepas bacterianas potencialmente degradadoras foi segundo, localizado préximo ao
Manguezal, por ndo haver nenhuma fonte de contaminacdo evidente nas proximidades,
diferentemente dos outros pontos. Tal fato estd de acordo com a literatura, que afirma que os
microrganismos de melhor capacidade degradadora sdo provenientes de ambientes

contaminados (Pereira et al., 2019; Nayarisseri et al, 2019; Datta et al., 2020).

5.3.7 Identificacao das espécies de bactérias

5.3.7.1 Extra¢ao do DNA

A extracdo do DNA de cada cepa foi realizada e a quantificagdo por UV-visivel
refererene a cada microrganismo segue na Tabela 15, cujas variagdo da concentragdo de DNA

variou de 37,4 ng pL' a 196,1 ng pL!.

Tabela 15: Concentragdo de DNA por Uv-visivel 260 nm das cepas de microrganismos

EI- EI- EI-7 EIOC-5 EI-S EI-6 PVG-2 PVG- PVG- MOOC MOOB
12 13 3 12 -1 -4

Concetragdo 96,5 1087 1522 1693 178,1 1424 1249 750 457 1854 374
(ng pL™)
EI-8 PVG PVG PVG-19 PVG PVG EI-3 EI-4 PVG PVG-23 MOOB
-16 27 24 -15 0oC-3 -1
Concetra¢io 1028 1157 196,1 63,2 1586 99,9 166,8 1592 1247 4438 190,5
(ng pL™)

5.3.7.2 BOX-PCR

As cepas foram agrupadas pelo método BOX-PCR, a fim de verificar similaridade do
sequenciamento de parte do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal. Como
pode ser observado na Figura 36, o dendrograma obtido apontou que apenas as estirpes MOOB-
4 e EIOC-5 apresentaram similaridade de 90%. Todavia, como a maioria alcancou uma
equivaléncia menor do que 60%, a fragmentacdo dos pares de bases foi efetuada através da
reagdo PA/PH para sequenciamento de parte do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do

RNA ribossomal, para identificagdao da espécie de cada estirpe.
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Figura 36: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR gerados pela amplificagdo do
DNA das diferentes estirpes isoladas com o iniciador BOXAIR. Esses géis foram utilizados
como exemplos dos perfis de bandas gerados.
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5.3.7.3 Identificagao molecular

As cepas foram identificadas molecularmente através do sequenciamento de parte do
gene, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal, realizadas pelas reagdoes de PCR.
Para tal, foi verificado a amplificagdo do gene em gel de agarose na Figura 37, para certificacao
da reagdo de PCR foi completa.

Figura 37: Géis de agrarose para certificacdo da amplificacdo dos genes 16S RNA pela reagao
de PCR
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Conforme as arvores filogenéticas, APENDICE F, as sequéncias baseadas no gene 16S

RNA, alinhadas com as bases de dados NCBI, apresentaram similaridade com o género Bacillus
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para todas as estirpes. Esse resultado ¢ compativel com as andlises microscopicas, que

mostraram espécies bacterianas em forma de bastonetes. Os resultados da identificacdo das

vinte e duas cepas obtiveram dezessete espécies distintas, B. acidicola, B. anthracis, B.

cihuensis, B. coahuilensis, B. enclensis, B. funiculus, B. gaemokensis, B. galliciensis, B.

halotolerans, B. luciferensis, B. luteolus, B. manliponensis, B. pseudomycoides, B. pumilus, B.

siamensis, B. subtilis e B. tequilensis. As cepas foram submetidas ao GenBank com os niimeros

de acesso referente a cada estirpe descritos na Tabela 17.

Tabela 17: Identificacdo das estirpes isoladas através do sequenciamento de parte do gene 7rs,

que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal.

Estirpe Primeiro hit cultivavel

Identidade

(“o)

N° de acesso

(GenBank) do
primeiro Ait cultivavel

N° de depdsito
no GenBank

EI-12 Bacillus acidicola

EI-13 Bacillus anthracis

EI-7 Bacillus pseudomycoides
EIOC-5  Bacillus halotolerans

EI-5 Bacillus luteolus
El-6 Bacillus gaemokensis
PVG-2 Bacillus siamensis

PVG-3  Bacillus tequilensis

PVG-12 Bacillus subtilis

MOOC-1 Bacillus siamensis
MOOB-4 Bacillus enclensis
MOOB-1 Bacillus tequilensis
EI-8 Bacillus gaemokensis
PVG-16 Bacillus coahuilensis

PVG-27  Bacillus halotolerans
PVG-19 Bacillus galliciensis
PVG-24  Bacillus funiculus

PVG-15 Bacillus anthracis
EI-3 Bacillus pumilus
El-4 Bacillus manliponensis

PVGOC-3 Bacillus cihuensis

PVG-23 Bacillus luciferensis

92,45
100,00
100,00
97,78
93,71
98,52
98,95
98,42
95,67
100,00
95,82
99,81
98,15
94,75
93,95
96,59
98,00
100,00
99,21
92,13
93,70
92,31

NR_041942.1
NR 041248.1
NR 113991.1
NR_115282.1
NR_108638.1
NR_116644.1
NR_117274.1
NR 104919.1
NR 118383.1
NR_159148.1
NR_133700.1
NR_104919.1
NR_116644.1
NR_115933.1
NR_115282.1
NR_116886.1
NR 148248.1
NR _041248.1
NR_112637.1
NR_125530.1
NR_148280.1
NR 025511.1

MW519878
MW519879
MW519876
MW519880
MW519874
MWS519875

MW519884
MW519885
MW519886

MW519883
MW519882
MW519881
MW519877
MW519888
MW519892
MW519889
MW519891

MW519887
MW519872
MW519873
MT903350
MW519890

5.3.8 Capacidade do microrganismo para acessar a fonte de carbono em meio solido

Das vinte e duas cepas testadas, onze exibiram resultado positivo. Foram encontradas

colonias nas placas com os 6leos de barco e de navio, ndo apresentando crescimento aparente

nas placas de controle negativo. A Figura 38 A mostra as placas no inicio do experimento,
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enquanto que o resultado positivo relativo ao crescimento bacteriano da estirpe EI-5 apos 48h
pode ser visto na Figura 38 B. Os resultados referentes a cada cepa estdo contidos na Tabela 17

a frente, junto a andlise dos resultados no item 3.11.

Figura 38: Teste de crescimento bacteriano em meio s6lido contaminado. (A) Placas no inicio
do experimento; (B) Resultado positivo de crescimento bacteriano para estirpe EI-5 apos 48h.

=3 —

As cepas apresentaram crescimento, com formagao de coldnias visiveis, somente apds
48 horas de incubagdo. Os microrganismos Bacillus methylotrophicus ¢ Pseudomonas
sihuiensis também alcancaram resultado positivo de crescimento em meio sélido, suplementado

com 0,2% de petroleo Bazu como unica fonte de carbono e energia (Pereira, 2018).

5.3.9 Teste de crescimento microbiano na presenca de hidrocarbonetos

O teste de crescimento em meio BHI, suplementado com 1% de 6leo usado de navio,
utilizou as vinte e duas bactérias, com quantificagdo da porcentagem de crescimento apos 48h.
Das vinte e duas estirpes, treze apresentaram crescimento superior a 80% do niimero inicial de
células. Esse teste ¢ complementar ao anterior, apenas qualitativo, que verificava a capacidade
do microrganismo para acessar a fonte de carbono em meio so6lido. Este permite analisar as
cepas com melhor taxa de crescimento (Tabela 18). Entretanto, ¢ necessario verificar a
existéncia de uma relacdo direta entre o crescimento e a degradagdo do o6leo, tinica fonte de
energia do sistema, visto que a presenca de uma grande populagdo de microrganismos

heterotroficos totais ndo significa necessariamente uma correlacdo direta com a eficiéncia na

biodegradagao (Townsend et al.; 2007).
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Tabela 18: Analise do crescimento das cepas bacterianas em meio aquoso com 6leo lubrificante
usado de motor de navio, como Unica fonte de energia, apos 48h.

Crescimento Aquoso Crescimento Aquoso

Estirpe ABS % Estirpe ABS %
EI-12 0,217 117% EI-8 0,133 33%
EI-13 0,202 102% PVG-16 0,082 0%
EI-7 0,231 132% PVG-27 0,199 99%
EIOC-5 0,149 50% PVG-19 0,203 104%
EI-5 0,107 7% PVG-24 0,101 1%
El-6 0,131 31% PVG-15 0,113 13%
PVG-2 0,214 115% EI-3 0,091 0%
PVG-3 0,189 90% El-4 0,149 49%
PVG-12 0,251 152% PVGOC-3 0,222 123%
MOOC-1 0,207 107% PVG-23 0,183 83%
MOOB-4 0,274 174% EI-8 0,133 33%
MOOB-1 0,206 106% PVG-16 0,082 0%

5.3.10 Teste piloto para quantificacio da biodegradacio de dleo

As treze cepas com maior crescimento no teste de biodegradacdo em meio liquido foram
submetidas ao ensaio para quantificacdo da biodegradacdo do oleo. Esse teste consistiu na
varredura por espectrofotometria no UV-Visivel, com o objetivo de analisar a mudanga na curva
do oleo e verificar a diminui¢ao da concentragao de 6leo no sistema.

Na Figura 39, € possivel verificar a diferenga na concentra¢ao do 6leo para cada amostra.
Foi realizada a varredura de 200 a 800 nm, no entanto para fins de melhor visualizagdo somente
aregido que apresentou os picos de absorvanica foram apresentados na figura. Como esperado,
o controle negativo apresentou maior concentragdo, uma vez que ndo foi inoculado com
nenhum microrganismo. De acordo com as curvas obtidas, a mais baixa, que representa a menor

concentracgao de 6leo, foi a da linhagem PVGOC-3.
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Figura 39: Varredura de 200 a 300 nm por espectrofotometria no UV-visivel para quantificagdo
de 6leo de navio. (—) PVG-19, (—) EI-13, (—) MOOB-4, (—) PVG-12, (—) EI-7, ()
PVGOC-3, (—) PVG-2, (—) PVG-3, () PVG-23, (—) MOOC-1, ( )CN, () PVG-27, (—
-) EI-12 ¢ (—) MOOB-1
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Interessante notar a presencga de diferentes picos no intervalo de 200 a 236 nm para
algumas curvas. Uma hipdtese € que essas alteracdes podem estar relacionadas aos diferentes
metabolismos de cada estirpe, que podem promover diferentes intermediarios no processo de
degradacgdo do 6leo (Rocha, 2015).

A concentracio inicial do 6leo foi calculada em 4,535 g L'. A quantificacdo final do
Oleo, ap6s o processo de biodegradacdo por sete dias, obteve os valores porcentuais para
remocao de 6leo em cada cepa bacteriana. A concentracdo de 6leo atingiu uma redugdo, que
variou de 23,6 a 62,4% nas treze cepas. A cepa com melhor resultado foi a PVGOC-3 (B.

cihuenses) em comparagao as demais cepas bacterianas, conforme a Figura 40.
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Figura 40: Resultado da degradacao do 6leo lubrificante usado de motor de navio apos 7 dias.
Condigdes experimentais: 1,5 mL de meio BH, 480 uL de in6culo e 20 uL de 6leo de motor de
navio, mantidas em agita¢ao de 150 rpm a 35°C por 7 dias.
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De acordo com a andlise estatistica aplicada ao resultado de quantifica¢ao do 6leo para
as treze cepas, houve diferenca estatisticamente significativa de degradacao do 6leo entre cepas
PVGOC-3, EI-12, EI-13, EI-7 e MOOB-1.

A Tabela 19 apresenta a comparagdo dos resultados deste estudo com a literatura. Os
efeitos da biodegradacao na estirpe PVGOC-3 sdo promissores, estdo entre os melhores, pois
revelou capacidade de biodegradagdo elevada, em faixa de tempo moderada. Foi possivel
degradar 2,756 g L'! de 6leo usado de motor de navio em 7 dias, com uma taxa de degradagio

de 0,016 gL' h!

Tabela 19: Comparacdo dos resultados deste estudo com a literatura.

Microrganismo Degradacao Tempo Concentracao Referéncia
(%) (dias) inicial
(gL™")
B. cihuenses 62,40 168* 4,534 Este trabalho
B. tequilensis 51,35 168* 4,534 Este trabalho
B. pseudomycoides 49,43 168* 4,534 Este trabalho
B. subtilis 40,40 168* 4,534 Este trabalho
Bacillus sp. 100 78* 1,8 Keetal., 2018
Bacillus cereus 100 40%* 0,5 Das et al., 2015
Bacillus cereus 95 120%* 2,5 Banerjee; Ghoshal,

2016
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Bacillus

50 18* 1 Ayed et al., 2015
amyloliquefaciens yedeta
. Dadrasnia; Ismail,
Bacillus salmalaya 72,6 24 20#
2015
Bacillus cereus 98 20 2,71 Bhurgri et al., 2017
Bacillus subtilis 76 5 3 Wang et al., 2019
Bacillus sp 70,3 7 10# Lima et al., 2020
Bacillus subtilis 100 10 1 Sakthlggi]; etal.,

* horas; # mL L'

5.3.11 Analise dos resultados para selecao do consorcio

Com base nos testes de crescimento bacteriano em meio contaminado e de
biodegradagao, os melhores resultados sdo apresentados na Tabela 20. A partir da analise desse
conjunto de dados, foi possivel selecionar as melhores estirpes para compor o consorcio
bacteriano. As quatro bactérias mais promissoras para a degradacdo do 6leo usado de navio
foram B. pseudomycoides, B. subtilis, B. tequilensis e B. cihuensis.

Tabela 20: Conjunto dos resultados da triagem para selecdo de consorcio bacteriano de
biodegrada¢do de hidrocarbonetos.

Pxtirpe Crescimento Crescimento Aquoso Biodegradacio Iden;f}icézl(i;zo da
Meio Solido ABS Crescimento Remocio oleo
EI-12 Positivo 0,217 117% 46,07% B. acidicola
EI-13 Positivo 0,202 102% 48,14% B. anthracis
EI-7 Positivo 0,231 132% 49,43% B. pseudomycoides
PVG-2 Negativo 0,214 115% 35,67% B. siamensis
PVG-3 Negativo 0,189 90% 41,23% B. tequilensis
PVG-12 Negativo 0,251 152% 40,40% B. subtilis
MOOC-1 Negativo 0,207 107% 30,79% B. siamensis
MOOB-4 Negativo 0,274 174% 36,36% B. enclensis
MOOB-1 Positivo 0,206 106% 51,35% B. tequilensis
PVG-27 Positivo 0,199 99% 37,29% B. halotolerans
PVG-19 Negativo 0,203 104% 34,59% B. galliciensis
PVGOC-3 Positivo 0,222 123% 62,40% B. cihuensis
PVG-23 Negativo 0,183 83% 23,56% B. luciferensis

O consorcio bacteriano desta pesquisa ¢ composto pelas espécies B. pseudomycoides;
B. subtilis; B. tequilensis e B. cihuensis. Contudo, ndo foram encontrados estudos de
biodegradagao de hidrocarbonetos para as espécies B. pseudomycoides e B. cihuensis. No caso

da espécie B. tequilensis, foram descobertos trabalhos com degradagdo de n-alcanos (Gurav et


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1441204319
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al., 2017), pesticida metrifonato (Tian ef al, 2016) e petroleo (Ozyurek, e Bilkay, 2017). A
espécie a B. subtilis foi a mais utilizada na biodegradagdo de hidrocarbonetos como petréleo
(Das e Mukherjee, 2006; Darsa et al., 2014; Montagnolli et al., 2015; Oyetibo et al., 2017,
Sakthipriya et al., 2016).

Neste trabalho, os resultados encontrados para produ¢do de biossurfactantes com as
espécies B. pseudomycoides (Li et al., 2016), B. subtilis (Oliveira et. al., 2016, Sakthipriya et
al., 2016; Montagnolli et al., 2015) e B. tequilensis (Nayarisseri et al., 2019; Data et al., 2020)

foram ratificados em varias pesquisas.

5.3.12 Teste de antagonismo com as bactérias selecionadas para compor o consorcio
bacteriano

O teste de antagonismo ¢ um importante critério para averiguar se 0s microrganismos
sdo habeis para crescer concomitantemente, sem que haja produ¢do de enzimas que inibam o
crescimento de uma ou mais espécies (Almeida et al., 2017). Assim, esse ensaio foi utilizado
para verificar a existéncia de inibi¢do no crescimento de alguma espécie selecionada para o
consorcio, quando em conjunto com as demais.

Como pode ser observado na Figura 41, a inibicao do crescimento nas linhas continuas
bem como nas conexdes entre essas e cada linha horizontal ndo ocorreu, indicando que as
espécies selecionadas para o consorcio podem crescer em conjunto sem que esse crescimento
seja afetado. A possibilidade de utilizar consorcios microbianos em processos de biodegradacao
¢ muito interessante, uma vez que sdo descritos como sistemas mais vantajosos sobre aqueles
constituidos por culturas Unicas pela literatura. Possuem maior capacidade de tolerar estresse
metabolico, também otimizam melhor as reagdes bioquimicas e tendem a diminuir a toxicidade

intermediaria (Bittihn et al., 2018)
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Figura 41: Teste de inibicdo do crescimento das quatro cepas selecionadas para consorcio: B.
pseudomycoides; B. subtilis; B. tequilensis e B. cihuensis.

Na pesquisa sobre degradacdo do oleo diesel com uso de culturas isoladas e em
consorcio, o teste de antagonismo também obteve resultado negativo para inibigao das culturas
de Penicillium aurantiogriseum, Bacillus subtilis, Bacillus mycoides ¢ Penicillium commune

(Maciel, 2013).

5.4 CONSIDERACOES

De acordo como os resultados obtidos foi possivel identificar e isolar bactérias coletadas
em sedimento da Baia da Guanabara, na qual o total de 105 cepas foram cultivadas e
identificadas como género Bacillus. Desse total 22 apresentaram potencial de degradacdao do
6leo usado de navio.

A capacidade de biodegradagdo de 6leo lubrificante usado de navio foi verificado, na
qual as espécies B. pseudomycoides; B. subtilis; B. tequilensis e B. cihuensis obtiveram
capacidade de degradacdo do 6leo de 49,43%, 40,40%, 51,35% e 62,4%, respectivamente, em

cinco dias com uma concentragio de 6leo de 4,534 g L.
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6 BIOMASSA DE SALVINIA SP. COMO MATERIAL SUPORTE PARA CONSORCIO
DE BACILLUS SP. PROMOVENDO A ADSORCAO E A BIODEGRADACAO DE
OLEO

6.1. INTRODUCAO

Reator ¢ um sistema fechado com espaco fisico e volume definido usado para tratamento
de uma ampla variedade de compostos organicos e inorganicos, por isso, apresenta diversas
configuragdes (Von Sperling, 1996).

A principal vantagem do reator ¢ justamente a otimizacao de espaco, tempo de trabalho
e controle da qualidade do residuo final, uma vez que alguns sistemas de tratamentos biologicos
convencionais utilizam lagoas de estabilizagcdo, necessitando de espaco e clima apropriados
(Cybis, 2001). Sendo assim, ¢ uma alternativa de tratamento para pequenos negocios,
loteamentos, comunidade e na descontaminagdo de ambientes (Paiva, 2017).

Outra vantagem do reator estd na questdo econdmica, devido a seu baixo custo
operacional, principalmente em comparagdo aos sistemas de tratamento convencionais,
incluindo sua eficiéncia em atender aos padroes exigidos para emissdo de efluentes (Cybis,
2001; Paiva, 2017).

Um sistema de reator em batelada consiste em cinco etapas distintas, o enchimento, a
reacdo, a sedimentacgao, seguida pelo descarte e, por fim, caso necessario, a etapa de descanso
(Betto et al., 2013), tornando este método simples e eficaz. Entretanto, ¢ necessario certo tempo
para que aconteca a sedimentacdo da biomassa disponivel, caso contrario ocorre perda
significativa durante a etapa de descarga, o que traz certa limitagdo a esta técnica (Santos, 2007).
Uma alternativa ¢ a utilizagdo de suportes para a imobilizagdo da biomassa, que promove a
fixagdo dos microrganismos ao meio de suporte sob a forma de biofilmes dentro do reator
(Aratjo, 2011).

A utilizacdo desses meios de suportes, para a imobilizagdo da biomassa microbiana no
interior dos reatores, € capaz de aumentar a eficiéncia do reator em quase trés vezes (Keenan e
Sabelnikov, 2000). Entre outras vantagens estdo a prote¢do contra fatores ambientais, maior
disponibilidade de nutrientes, cooperacdo metabdlica entre 0s microrganismos, aumento no
tempo de retengdo celular e da concentragdo de biomassa no reator, aumento das velocidades

de conversao dos substratos e reducdo no volume dos reatores (Pontes, 2009; Paiva, 2017).
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Neste trabalho, a op¢ao pelo uso de biorreatores em batelada sequenciais, em escala de
bancada, se deu pela facilidade de controle e manipulag¢do dos processos, como também pelas
vantagens anteriormente citadas para o uso deste modelo de reator em industrias de grande e
pequeno porte e biorremediacdo de ambientes. Esse biorreator foi montado para promover a
degradagdo de oleo utilizando como material suporte a biomassa da Salvinia sp. com o
consorcio de micro-organismos degradadores de 6leo, visando atingir os seguintes objetivos
especificos:

f) Analisar a capacidade de imobilizagdo de cepas bacterianas isoladas e consorciadas em
biomassa produzida a partir da Salvinia sp. (com e sem tratamento quimico) com potencial de
biodegradacdo de 6leo lubrificante usado;

g) Investigar as condic¢des limitantes na producdo da biomassa de bactérias imobilizadas;

h) Avaliar o potencial de biodegradacdo de 6leo usado em embarca¢des em biorreator em

batelada em escala de bacada com cepas bacterianas imobilizadas em biomassa da Salvinia sp.

6.2 METODOLOGIA

Os testes 2.1, 2.2 e 2.3 foram realizados para as quatro cepas do capitulo anterior de
maneira individual, pois a execucao de testes com elas consorciadas ndo seria possivel verificar
o comportamento de cada uma de forma individual. E para todos os testes que seguem,
duplicatas de controles negativos (sistema isento de microrganismos), foram feitos e
quantificados. Nos calculos de biodegradacdo a concentragdo inicial considerada foi a

encontrada nos controles negativos.

6.2.1 Imobilizacao de bactérias nos biossorventes

A imobilizagdo foi feita de acordo com o método proposto por Lin et al, (2014)
adaptado. As células microbianas foram cultivadas em erlenmeyers de 125 mL, com volume de
50 mL de meio com os seguintes componentes: peptona 10 g L'!; extrato de levedura 5 g L'le
NaCl 10 g L' em pH 7.0, a 35 °C e rotagdo de 150 rpm. Apds esse periodo, a biomassa
bacteriana formada foi centrifugada a 503,10 g por 10 min para remog¢ao do meio de cultivo.
Em seguida, foi lavada com meio mineral por trés vezes e novamente centrifugada a 503,10 g
por 10 min. O meio mineral é composto por KxHPO4 1 g L'!; KH,PO4 1,0 g L''; NHuNO3 1,0 g
L!; MgS04 0,3 g L'!; CaClz 0,03 g L'! e 1% micronutriente, cuja solucdo foi composta por
FeS04 0,5 g L!; ZnS04 0,2 g L'; MnSO4 0,02 g L' e pH ajustado para 7,0. Apds a lavagem,
a biomassa formada foi transferida para erlenmeyers de 125 mL com 50 mL de meio mineral.

Para a suspensdo formada, foi realizada a contagem de células em cdmara de Neubauer, com
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coloracdo por azul de metileno. A seguir, a solu¢do foi diluida até obtengdo de uma
concentracio igual a 10® células microbianas por mL. Para a imobiliza¢do, 100 mg de biomassa
foram deixadas com 50 mL da solucdo de microrganismos em agitagao a 150 rpm por 36 horas
ao abrigo da luz. Apds esse periodo, o biossorvente foi removido e lavado com meio mineral.
A lavagem consistiu em misturar o biossorvente com 50 mL de meio mineral em um erlenmeyer
e agitar por 2 min a 150 rpm. Esse procedimento foi repetido trés vezes. Em seguida, o
biossorvente foi transferido para placas de Petri para secar a temperatura ambiente por cerca de
24 horas, ou até completa secagem. Esse procedimento foi realizado em triplicata para as quatro
espécies de bactérias com os dois biossorventes separados.

A andlise da incorporagdo foi executada por microscopia eletronica de varredura,
realizada em um metalizador da EMITECH, modelo JEOL JSM6390, ¢ tensao de 20 KV. As
amostras foram colocadas sobre a superficie do suporte de aluminio com fita de carbono dupla

face e cobertas com uma fina camada de ouro no metalizador.

6.2.2Tempo de crescimento bacteriano

O teste de tempo de crescimento bacteriano contribui para a otimizagao do processo de
biodegradagdo, no qual é possivel acompanhar o tempo de viabilidade das células microbianas
ainda vivas, assim como os tempos de cada geragdo (Kereel et al., 2017).

Os microrganismos crescidos em caldo nutriente, por 24h a 35°C, foram centrifugados
e ressuspendidos em solug¢do salina 0,8% (m/v) e padronizados para uma densidade o6tica (DO)
igual a 1,000 de absorvancia em 600 nm em espectrofotometro UV-Visivel. Em erlenmeyers
de 500 mL, 10 mL de inéculo padronizado foram inoculados em 89 mL do meio BHe 1 g de
0leo usado de motor de navio, submetidos a rotacdo de 110 rpm e 35°C por 10 dias, todos em
triplicata. A cada 24 h, foram retiradas aliquotas de 1 mL para a contagem de Unidades
Formadoras de Coldonias (UFC) através da técnica de diluicao seriada (Das; Mukherjee, 2007;
Kereel et al., 2017).

O volume total de aliquotas retiradas foi inferior a 20 % do volume total do sistema, que
de acordo métodos de amostragem estatisticos, quando a variagdao do volume ¢ inferior a £20%,
o valor encontrado para diferenca da concentragdo inicial e final no sistema ndo ¢
estatisticamente significativo ( Skoog, 2020)

O calculo da taxa de crescimento (p), de cada cepa foi calculado de acordo com a
equagdo 16 para a fase estacionaria especifica de cada microrganismo (Schmidell ez al., 2001).

InN—InNy=ux(t— ty) Equagdo 16
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Onde, N: nimero de células de microrganismos no final da fase estacionaria; No:
nimero de células de microrganismos no inicio do experimento; t: tempo final da fase
estacionaria (h); to: tempo inicial (h).

O ntimero de geragdes (n) para cada estirpe foi calculado de acordo com a equagdo 17

(Schmidell et al., 2001).

n= % Equacao 17
O tempo de geragdo (g) dado pela equagdo 18 (Schmidell ef al., 2001).
g= 1"72 Equagao 18

6.2.3 Teste de reinoculacao

Os microrganismos cresceram separadamente em caldo nutriente, por 24h a 35°C, foram
centrifugados, ressuspendidos em solu¢do salina 0,8% (m/v) e padronizados para uma DO igual
a 1,000 de absorvancia em 600 nm no espectrofotdmetro UV-Visivel. Em frascos de penicilina
de 20 mL, o sistema foi constituido por 2,67 mL de meio BH, 300 pL de indculo padronizado
e 30 uL de 6leo de motor de navio usado, e submetido a agitacdo de 150 rpm por 10 dias a 35
°C (Hanson et al., 1993). A constituicao do sistema para controles negativos foi mesma, porém
sem adi¢ao do indculo.

Para cada cepa foram efetuadas seis réplicas, sendo trés utilizadas para quantificacdo de
Oleo por extragdo em cloroformio e quantificacio em UV-visivel, descritas no Capitulo 3.
Quanto as trés réplicas restantes, aliquotas de 2 mL foram adicionadas aos frascos de penicilina
de 20 mL, contendo 2 mL de meio BH e 40 pl de 6leo. Esse sistema ficou em agita¢do (150
rpm) a 35°C por mais 10 dias. Em seguida, o 6leo resultante foi extraido com cloroférmio e
analisado por espectrofotometria no UV-Visivel. Aqui também controles negativos, sem adi¢ao
de indculo, foram preparados em triplicata. A porcentagem de biodegradagdo do oleo foi

calculada pela equacao 15, Capitulo 3.

6.2.4 Comparacio da eficiéncia de biodegradacao das cepas individual X consorcio

O teste a seguir foi realizado para cada cepa em separado e para o consorcio contendo
as 4 espécies de microrganismos, a fim de verificar a melhor eficiéncia do consorcio frente a
cada espécie em separado.

Os microrganismos cresceram separadamente em caldo nutriente e foram padronizados
como descrito anteriormente. Em frascos de penicilina de 20mL, o sistema composto por 3,6
mL de meio BH, 0,400 mL de indculo padronizado e 40 uL de 6leo de motor de navio usado,

foi submetido a agitagdo de 150 rpm por 10 dias a 35 °C. Quanto ao consoércio, 0 sistema se
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constituiu de 3,6 mL de meio BH, 0,100 mL de in6culo de cada espécie de microrganismo
padronizado e 40 uL de 6leo. Da mesma forma, os controles negativos foram preparados sem
adicao de inoculo (Hanson et al., 1993). Apods esse periodo, a quantificacao de dleo restante foi
desempenhada em espectrofotometro UV-Visivel. Também aqui, os calculos para a

porcentagem de biodegradacdo do 6leo seguiram a equagdo 15, Capitulo 3.

6.2.5 Comparacao da eficiéncia de biodegradacdo do consércio de células livres X
imobilizada

O teste foi realizado a fim de verificar se a eficiéncia de biodegradacao do 6leo para o
consorcio microbiano imobilizado ¢ de fato, como relata a literatura, mais eficiente quando
comparado ao uso de células livres. Este teste foi feito com ambas as biomassas deste estudo a
SS e SOH, para verificar se ha diferenga significativa na imobiliza¢do de microrganismo por
ambas.

O crescimento ¢ padronizagdo dos microrganismos seguiram a metodologia ja descrita
no item 2.3. Assim, em frascos de penicilina de 20 mL, o sistema com células livres se constituiu
de 3,6 mL de meio BH, 100 pL de indculo de cada espécie de microrganismo padronizado e 40
uL de 6leo. O mesmo sistema descrito foi utilizado as células imobilizadas, acrescido de 30 mg
de biomassa, enquanto que ndo houve adi¢do de indculo no sistema dos controles negativos.
Todos os testes foram praticados em triplicata e deixados em agita¢ao de 150 rpm, a 35°C por
10 dias (Hanson et al., 1993). Por fim, o espectrofotdmetro UV-Visivel quantificou o o6leo
restante. Aqui também, os célculos para a porcentagem de biodegradacdo do o6leo seguiu a

equagdo 15, Capitulo 3.

6.2.6 Comparacao da eficiéncia de biodegradacio em agua ultrapura X dagua marinha
sintética

Esse teste teve por finalidade verificar se com adicdo de NaCl no sistema ocorre a
inibi¢do da biodegradagdo pelo consorcio microbiano, cujo interesse deste estudo ¢ utilizar o
biorreator para processos de fitorremediagao de ambientes com presenca de agua salobra.

O crescimento e padronizagdo dos microrganismos seguiram a metodologia descrita
anteriormente (item 2.3). Em frascos de penicilina de 20mL, o sistema com 4gua ultrapura foi
constituido de 3,6 mL de meio BH, 100 puL de indculo de cada espécie de microrganismo
padronizado, 40 uL de 6leo de navio € 40 mg de biomassa SOH. Para o sistema de agua salobra,
foi utilizado o mesmo sistema descrito acrescido de 20 mg de NaCl. Da mesma forma, os

controles negativos seguiram sem adi¢ao de indculo e deixados em agitagdo de 150 rpm, a 35°C
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por 10 dias (Hanson et al., 1993). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Apds esse

periodo, os procedimentos de extragdo e quantifica¢cdo do 6leo foram executados.

6.2.7 Variacao da concentracio de dleo

A concentracao de contaminantes ¢ uma das variaveis que pode interferir no processo
de biodegradacdo. Esse ensaio visou verificar o comportamento do consdrcio em diferentes
concentragoes de oleo.

O crescimento e padronizagao dos microrganismos seguiram metodologia ja descrita.
Em erlenmeyers, adicionou-se 22,5 mL de meio BH, 0,625 mL de indculo de cada espécie de
microrganismo padronizado, 100 mg de biomassa SOH e dleo, cujas concentra¢des variaram
entre 0,250, 0,125 e 0,025 mg. Para cada concentragdo de 6leo, controles negativos foram
preparados sem adi¢do de in6culo, e deixados em agitacdo de 150 rpm, a 35°C por 10 dias
(Hanson et al., 1993). Todos os experimentos foram executados em triplicata. Por fim, o

processo de extragdo e a quantificagao do 6leo por CG/FID foram realizados.

6.2.8 Tempo de crescimento do consorcio por bioestimulagio

A bioestimulagdo ¢ uma técnica que fornece energia ao sistema por meio da adi¢cdo de
nutrientes, promovendo assim a melhoria do processo de biodegradacdo. Por isso, o teste
relativo ao tempo de crescimento tem a finalidade de observar como o aumento de
microrganismos se processa apés a adi¢ao do nutriente.

O teste de crescimento com adi¢do de nutriente foi realizado como descrito
anteriormente (item 2.3), em que seis réplicas foram efetuadas e, apoés o décimo dia, foi
adicionado 1 mL de solugdo de peptona 10 g L', previamente esterilizada em autoclave, em
trés das seis réplicas. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos tempos 24, 120, 144, 168, 192,
216, 240, 408, 432, 456 e 480 horas. Para cada aliquota retirada, foi realizada a técnica de

dilui¢do seriada para contagem de UFC.

6.2.9 Teste de eficiéncia com bioestimulacao

O crescimento e padronizacao dos microrganismos foram realizados de acordo com o
item 2.3. Seis réplicas do sistema constituido de 22,5 mL de meio BH, 625 pL de inoculo de
cada espécie de microrganismo padronizado, 100 mg de biomassa SS e 250 pg de 6leo de navio
foram adicionados. Os controles negativos sem adi¢do de indculo e os demais sistemas foram
submetidos a agitagdao de 150 rpm, a 35°C por 10 dias (Hanson et al., 1993). Apds esse periodo,
o processo de extracdo e quantificacdo do oleo foi realizado nas trés réplicas. Quanto as outras

trés, 250 pL de solucdo de peptona (10 g L! previamente esterilizada em autoclave) foram



128

adicionados e deixados por mais 10 dias em agitacdo a 150 rpm e 35°C. Por fim, estas réplicas

foram submetidas ao processo de extragdo e quantificagdo do 6leo usado de navio por CG/FID.

6.2.10 Analise fisico-quimica do 6leo bruto

6.2.10.1 Caracterizagdo do 6leo usado de navio por Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢do foram obtidos na regido do infravermelho, entre 400 ¢ 4000
cm’!, com a utilizacdo do equipamento Infrared Spectrophotometer, RAffimty-1, Shimadzu.

6.2.10.2. Caracterizacao do 6leo usado de navio por CG/FID

O laboratorio Merieux NutriScienses efetuou a determinagao dos hidrocarbonetos totais
de petréleo por GC/FID nas amostras de 6leo de acordo com o método EPA 8015 C 2007,
Preparo EPA 3550C 2007.

6.2.11Teste com biorreator em escala de bancada

Para a realizacdo desse teste, foi montado um sistema constituido por frascos de vidro e
tampas plasticas com capacidade de 1,3 L. A esse conjunto, foram adicionados 900 mL de meio
BH, pH 7, 10 g de 6leo usado de navio, 1 g de biomassa SS e 50 mL de cada in6culo
devidamente crescido e padronizado. No total, quatro réplicas denominadas de A,B, C e D mais
um controle negativo (CN) foram montados. Esse sistema ficou em repouso, ao abrigo da luz,
temperatura controlada a 35°C e oxigenagdo constante de 2 L.min!, por meio de bomba
submersa, com filtros na entrada e saida para esteriliza¢do do ar, como pode ser observado na

Figura 42.

Figura 42: Composi¢do do sistema de biorreatores em escala de bancada.
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A andlise do oleo das réplicas A no 5° dia, B no 10° dia, C no 15° dia e, por fim, as
réplicas D e CN no 20° dia avaliou o processo de degradacao.

Fatores fisico-quimicos do meio como pH (pH-metro Digimed DM 22), temperatura ¢
oxigénio dissolvido (OD), medidor portatil Orion STARA3265 com precisao de + 2%, foram
analisados para cada reator retirado. O monitoramento microbioldgico consistiu na contagem
de bactéria no sobrenadante, pelo método de diluicdo seriada até diluicdo 107%, e os resultados
expressos em unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

Na andlise do dleo, um baldao de separagao recebeu o contetido de cada biorreator de
forma fracionada, para extracdo com cloroférmio. A remocao dos residuos de compostos
organicos ocorreu apds a lavagem do biorreator com o solvente. A solucao entdo foi separada
em duas aliquotas, ¢ uma por¢do enviada, ao Laboratério Merieux, para andlise de
Hidrocarbonetos Totais do Petroleo (traducao de Total Petroleum Hydrocarbons — TPH), por
cromatografia gasosa de acordo com o método EPA 8015 D. A outra fragdo restante foi

analisada no espectrofotometro UV-Visivel para quantificagao do dleo.

6.2.11.1 Calculos de eficiéncia do biorreator

A taxa de degradac¢do média (r) foi calculada pela equagdo 19 (Schmidell ef al., 2001):

= % Equagao 19

Onde, Co: Concentracao inicial de 6leo, em g; Ci: Concentracao do 6leo no tempo t, em
g; t: tempo em dias.

A média de remocao do 6leo pelo biorreator (d) foi dada pela equacdo 20 (Schmidell et

al., 2001):

d = [%C;fcf] x 100 Equagao 20

Onde, Co: Concentracao inicial de 6leo, em g; Cs: Concentragao final de 6leo, em g.
As médias de remog¢ao foram calculadas para cada biorreator e, em seguida, construido

o grafico com esses resultados ao longo do tempo.

6.2.12 Analise toxicologica dos efluentes

O mesmo procedimento utilizado com os testes de biodegradagdo para o 6leo com o
consorcio foi realizado nos testes que seguem. Em erlenmeyes, 2,5 mL de cada indculo,
previamente crescido e padronizado foram adicionados em 90 mL de meio BH e 50 mg de

biomassa SS, e deixados com agitacdo por 20 dias, em 150 rpm e 35°C, todos em triplicata.
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Ap6s esse periodo, as amostras foram filtradas em papel filtro qualitativo, acondicionadas em
frascos de vidro e congeladas.

Testes de fitotoxicidade também foram realizados para o efluente apds o tratamento de
adsor¢ao em coluna de leito fixo com a biomassa SOH referente ao teste realizado no capitulo

2 (Item 2.11).

6.2.12.1 Ensaio de fitotoxicidade com Lactuca Sativa

O uso de sementes de alface (Lactuca Sativa), de acordo com a metodologia ASTM D
1193-02 (2003), ajudou na avaliagao do efeito toxico dos efluentes. Um total de dez sementes
foram distribuidas em placas de Petri, forradas com papel de filtro duplo e umedecidos com 5
mL de efluente, apds processo de biodegradagao, nas seguintes concentragdes 3,125%, 6,25%,
12,50%, 25%, 50% e 100% (v/v). As amostras de efluentes apds o tratamento em coluna
experimentaram a mesma diluicdo. Um terceiro grupo, denominado de controle positivo,
compreendeu as seguintes solu¢des de 4cido borico 640, 320, 160, 80 e 40 mg L', Por fim,
como grupo de controle negativo, placas foram umedecidas com agua de destilada. O
experimento teve a dura¢ao de cinco dias em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as

sementes foram consideradas germinadas quando a radicula emergiu (Andrade et al., 2010).

6.2.12.2 Teste de fitotoxicidade com Phaseolus vulgaris

Da mesma forma, as sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), previamente
desinfetadas com hipoclorito de sddio e 4gua destilada, foram utilizadas para avaliagao do efeito
toxico dos efluentes. Seguindo o mesmo procedimento do teste anterior, dez sementes foram
distribuidas igualmente em placas de Petri forradas com papel de filtro umedecidos com o
efluente apds processo de biodegradagdo nas mesmas concentragoes e diluigdo das amostras de
efluentes apos o tratamento em coluna. Agua de destilada serviu para umedecer as placas do
grupo controle. A execucdo desse teste ocorreu em temperatura ambiente por sete dias. Apos
esse periodo, os percentuais de germinagdo, crescimento da raiz e indice de germinagdo foram
avaliados (Tiquia ef al., 1996).

Os percentuais de germinacgdo das sementes foram dados pela equacdo (21) abaixo:

%G = );—sc x 100 Equagdo 21

Onde, *s: Média de sementes germinadas; *gc: Média de sementes germinadas no grupo

controle.

A porcentagem de crescimento das raizes das sementes foi alcangada pela equacdo 22:

% CR = 2 x 100 Equaciio 22

RGC
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Onde, *rs: Média do crescimento das raizes das sementes; ‘rgc: Média do crescimento
das raizes no controle.

O indice de germinacgao das sementes foi atingido por meio da equagao 23:
%G X %CR
I6 = 100%
Onde, % G: percentual de germinagdo da semente; % CR: porcentagem de crescimento
da raiz da semente.

6.2.12.3 Ensaio de letalidade com Artemia Salina Leach L.

Equacgao 23

Os cistos de Artemia salina (100 mg) foram colocados para eclodir em 1L de agua
destilada com 40g de NaCl em pH 9. Para eclosao dos ovos, uma bomba ajudou na aeracao do
sistema, mantido em temperatura ambiente e sob luz de 60 W por um periodo de 48h. (Meyer;
1982). Apos a eclosdo, dez naduplios foram transferidos para tubos de ensaio, contendo 5 mL de
solugdo cada, com auxilio de uma micropipeta. Em seguida a biodegradacdo com o consodrcio
microbiano, as amostras de efluente foram adicionadas aos tubos contendo os nauplios nas
dilui¢des 3,125%, 6,25%, 12,50%, 25%, 50% e 100% (v/v). As mesmas diluicdes foram
aplicadas as amostras de efluentes apds o tratamento em coluna. Tubos com apenas os nauplios

e agua salgada foram utilizados como controle positivo.

6.2.12.4 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fisheri

Apos processo de biodegradacdo e tratamento em coluna, as amostras dos efluentes
foram enviadas para analise no Laboratdrio Merieux para analise da toxicidade aguda com

Vibrio fisheri de acordo com o método ABNT NBR 15411-3 (2012).

6.2.13 Testes estatisticos

A andlise estatistica foi aplicada com os mesmos parametros utilizados no capitulo 1,
em que as tabelas com os valores encontrados estdo em APENDICE D e a interpretagio dos

resultados estdo no final de cada resultado.
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Imobilizacdo de bactérias nos biossorventes

De acordo com as micrografias referentes as biomassas SOH e SS (Figura 43 A e B,
respectivamente), os Bacillus que compdem o consorcio microbiano aderiram a superficie de
ambas as biomassas vegetais do estudo. Aparentemente, a SOH manteve aderidas as bactérias
a sua superficie, de modo que as estruturas dos bacilos ficassem melhor preservadas em
comparagao a SS. As quatro espécies deste estudo foram capazes de se aderirem a superficie

das biomassas e as micrografias referentes a cada espécie, estio em anexo.
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O teste de imobilizacdo foi realizado com as quatro espécies em separado para
certificagdo de que todas elas sdo capazes de aderir a superficie das biomassas, pois o teste com
as espécies consorciadas ndo ¢ possivel verificar a aderéncia das espécies de forma

descriminada.

Figura 43: Andlise da incorporagdo de Bacillus subtilis na biomassa vegetal da SOH (A) e SS
(B) em MEV 2500x ampliado.
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De acordo com a literatura, estruturas fibrosas, como as deste estudo, apresentam boa

capacidade de incorporagdo de microrganismos como Acinetobacter venetianus (Lin at al.,
2015), Bacillus pumilus (Liu et al., 2015), Bacillus badius (Khatoon e Ray, 2018), Candida
tropicalis (Basak et al., 2014) imobilizados em bagaco de cana e o Paracoccus sp. imobilizado
em carvao ativado a base de bambu (Lin et al., 2010).

Estes resultados mostram a capacidade das biomassas SS e SOH de reterem os
microrganismos deste estudo em suas superficies, o que somada ao potencial de adsor¢do do
0leo apresentam grande possibilidade de servirem como suporte para o biorreator. Assim,
objetivo deste teste foi averiguar a habilidade da SS e SOH em reter os microrganismos em
suas estruturas. Para os testes que seguem, esta metodologia de incorporagdo nao foi aplicada,
devido ao seu carater qualitativo, ndo sendo possivel quantificar o nimero de células de
microrganismos por massa de biossorvente com precisdo. Dessa forma, ndo foi vidvel a

comparagdo entre os diferentes parametros testados.

6.3.2 Tempo de crescimento bacteriano

Como pode ser observado na Figura 44, as quatro bactérias apresentaram fase de laténcia
(lag) até 72h. A partir de entdo, inicia a fase exponencial até 168h, seguida da fase estacionaria
em tempos distintos para cada estirpe. As espécies B. pseudomycoides e B. subtilis obtiveram

o fim da fase estacionaria em 192h, seguido da fase de morte até¢ 240h. No entanto, B. fequilensis



133

e B. cihuensis atingiram o fim da fase estacionaria em 216h, aumentaram em quase cinco vezes

aquele das espécies pseudomycoide e subtilis, e também com a fase de morte em até 240h.

Figura 44: Curva de crescimento individual das quatro espécies. Condi¢des experimentais: 100
mL de meio BH e 6leo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C. (dp 0,92 a 2,34).(e) B.
pseudomycoides, (A) B. cihuensis, (™) B. tequilensis e (®) B. subtilis.
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A presenga ou auséncia da fase lag ¢ um importante indicio de como as vias metabolicas
sdo induzidas apds exposicao dos microrganismos a diferentes fontes de energia. A existéncia
da fase lag indica que a via metabdlica precisa ser ativada, que hd necessidade de enzimas
especificas, revelando que o processo de biodegradagdo nao serd imediato (Oliveira, 2017).

Em estudo sobre crescimento microbiano para meios com BTEX, foi observada
auséncia de fase lag nas concentragdes inferiores a 50 mg L' e maior tempo de fase lag para
concentragdes mais elevadas, assim como aumento da biomassa celular. O estudo sugere ainda
a conveniéncia de um tempo adicional para a producdo de enzimas para a oxidacdo de uma
grande quantidade do composto (Deng et al., 2017). Esse mesmo comportamento, de fase
estaciondria no sétimo dia, foi observado para as espécies Bacillus sp., Pseudomonas sp. e
Sphingomonas sp, em meio com biodiesel e diesel, sendo todas essas espécies isoladas de solo
contaminado por hidrocarbonetos (Schultz, 2010).

O crescimento das espécies de B. methylotrophicus e P. sihuiensis em meio BH com
petroleo Bazu 2% apresentou pico de crescimento em 10 dias, com presenga de células viaveis
no meio em até 46 dias (Pereira, 2018). Tais resultados mostram a variabilidade de crescimento
de espécies de microrganismos. Entretanto, ¢ importante destacar que, segundo a literatura,

cada microrganismo possui genes especificos de degradacdo para cada tipo de grupamentos de
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hidrocarbonetos, sendo necessario avaliar ndo s6 a taxa de crescimento como também
percentual de degradacao (Maciel, 2013, Pereira, 2018).

As taxas especificas de crescimento (i), nimero de geragdes (n) e tempo de geragao (g)
foram calculados para cada género, como mostra a Tabela 21. As taxas de crescimento
alcangadas para as bactérias foram reduzidas, devido a pouca disponibilidade de acesso as
fontes de carbono ofertadas pelo meio. Vale destacar a quantidade de geragdes obtidas para
cada género. O B. cihuensis foi aquele com maior numero de geragdes produzidas, enquanto
que o B. tequilensis teve o menor nimero de geragdes. Esse dado aponta diferencas entre as
vias metabdlicas dos microrganismos, indicando que possivelmente o B. cihuensis possui via
metabolica mais rapidas para acessar os hidrocarbonetos do 6leo.

Tabela 21: Taxas especificas de crescimento microbiano, numero de geracdes e tempo de
cada geragdo.

Género B. pseudomycoides  B. subtilis B. tequilensis  B. cihuensis
p(hh) 0,095 0,074 0,062 0,081
n 3,298 2,561 2,138 5,615
g (h) 10,1 13,0 15,6 11,9

A biodegradacdo do BTEX com os microrganismos Burkholderia cepacia e
Enterobacter sp apresentaram de taxas de crescimento iguais a 0,3 e 0,5 d*!, respectivamente,
para uma concentragdo inicial de BTEX de 10 mg L' (Oliveira, 2017). Esses resultados, com
as unidades convertidas, sdo compativeis com aqueles alcangados para as quatro espécies deste

trabalho.

6.3.3 Teste de reinoculacio

O teste de reinoculagao teve por finalidade verificar a capacidade de os componentes do
6leo induzir as vias metabdlicas do microrganismo (Nam e Alexander, 2001; Oliveira, 2017).
Como pode ser observado na Figura 45, ndo houve diferenca com significancia estatistica entre
a biodegradagdo do 6leo apos a reinoculagdo para as quatro espécies de Bacillus estudadas. A
B. pseudomycoides apresentou o maior valor comparado as demais espécies deste estudo, com
73,1% de biodegradacao do 6leo para a primeira geragao e 64,4% na segunda geragdo. A outra
espécie, B. cihuensis, obteve 66,2% na primeira e 63,2% na segunda geragdo. Igualmente, a B.
tequilensis alcangou 66,1% e 65,3% de biodegradacao para primeira e segunda geracoes,
respectivamente, enquanto que a B. subtilis também atingiu resultados semelhantes, com 66,5%

e 65,4% de biodegradacdo do 6leo usado de navio. De acordo com a analise estatistica, os
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valores de biodegradacdo para a primeira e segunda geracdes de microrganismos ndo sio

diferentes.

Figura 45: Comparagdo da biodegradacdo entre primeira e segunda geracdo de estirpes.
Condigdes experimentais: 4 mL de meio BH e 6leo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C por 10
dias (dp 1,77 a 2,01).( l) Primeira geracgdo e ( I ) Segunda geragao
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De acordo com a literatura, o processo de reinoculacdo pode ndo ser significativo para
algumas cepas, como na biodegradacdo do BTEX por Enterobacter sp e Burkholderia cepacia
(Oliveira, 2017). Da mesma maneira que a diferenca somente pode ser percebida apds um
periodo de degradacdo mais prolongado, como na biodegradacao de DDT (1,2,3,4,10,10-
hexacloro-1,4,4a, 5,8,8a-hexahidro-exo-1,4, -endo-5,8-dimetanonaftaleno) em solo por uma
bactéria em formato de bacilo Gram negativo, em que o processo de biodegradacdo teve
duracdo de 180 dias (Nam e Alexander, 2001).

Os valores da biodegradagdo apds reinoculagdo levaram a uma hipotese. Mesmo que a
reinoculagdo ndo tenha obtido diferenca significativa na ativacdo de genes especificos de
degradacdo do oleo, através de seu resultado € possivel observar a capacidade das espécies em
degradar o 6leo, uma vez que ndo houve variagdo da degradacgdo final da primeira inoculagao
para a segunda. Dessa maneira na primeira inoculagcdo a biomassa poderia possuir uma reserva
energética do meio ao qual foi retirada, pois o meio de cultura inicial era rico em nutriente para
favorecer seu crescimento. Essa energia poderia ser suficiente para que a biomassa iniciasse a
degradacao do 6leo. Enquanto na segunda inoculagdo, essa possivel reserva energética nao
existiria e, assim, a biodegradacdo seria menor ou até mesmo nao ocorreria. Fato esse que nao

foi verificado, pois houve degradacdo do 6leo proporcional a primeira geracdo. E com isso
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indicar que € possivel reaproveitar a biomassa destes microrganismos para novos ciclos de

degradacao.

6.3.4 Comparacao da eficiéncia de biodegradacao das cepas individuais X consércio

Para entender o potencial de degradagdo, os experimentos sobre biodegradacdo de
microrganismos devem ser feitos de forma individual e consorciada para estimar os efeitos de
interagcdo dos compostos. Assim, € possivel observar se os compostos exercem papel sinérgico
ou antagdnico durante a degradacgao (Oliveira, 2017).

Em geral, a comparagao do desempenho de biodegradacao do o6leo usado de navio
(Figura 46), entre as espécies de forma individual e as quatro consorciadas se mostrou similar.
Apenas a espécie B. pseudomycoides obteve maior atividade comparada as demais, 73,3% de
biodegradacdo do o6leo. As demais espécies atingiram desempenho préximo a 66% de
biodegradagdo e o consorcio com 69,2% de biodegradacdo do 6leo. Esse valor obtido pelo
consorcio ¢ muito proximo da média das espécies em separado, o que indica que as mesmas
ndo sofrem inibi¢ao de crescimento quando consorciadas durante o processo de degradagao.
Figura 46: Comparagdo da biodegradacao entre as espécies em separado e consorcio. Condigdes

experimentais: 4 mL de meio BH e 6leo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C por 10 dias (dp
0,97 a 1,99).
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De acordo com a analise estatistica, os valores encontrados na biodegradacao do
consorcio ndo foram maiores do que os resultados individuais.

No trabalho de Maciel (2013), a eficiéncia do consorcio também foi comparada com a
resposta dos microrganismos na biodegradacdo de forma individual. Assim, foi possivel

observar que as espécies Bacillus sp, Penicillium commune e levedura (L24) apresentaram
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maior potencialidade em degradar o 6leo diesel separadamente. Em contrapartida, o elevado
potencial de biodegradacdo do consércio composto por Pseudomonas sp, Yarroia sp,
Acinetobacter sp, Cyronebacterium sp e Sphyngomonas sp em microcosmos aerobios com
45mg L' de BTEX foi totalmente degradado em 20 horas (Jo et al., 2008).

Embora ndo seja possivel afirmar que houve proto-cooperagdo, os experimentos com o
consorcio se mantiveram, visto que a literatura sugere que os microrganismos associados
podem promover maior versatilidade das quebras de hidrocarbonetos, provenientes da ampla
gama de complexas cadeias de hidrocarbonetos como as do 6leo usado de navio utilizado neste

estudo (Santisti et al., 2015; Gurav et al., 2017; Tian et al., 2018).

6.3.5 Comparacao da eficiéncia de biodegradacdo do consércio de células livres X
imobilizada

Na analise comparativa de biodegradacdo entre os microrganismos em forma livre e
imobilizados nas biomassas SS e SOH, o B. pseudomycoides foi o que apresentou melhor
resultado de biodegradacdo para células livres, com 73,3%, ¢ 69,4% para células imobilizadas
em biomassa SS e 68,5% para SOH. Em contrapartida, o B. cihuenses apresentou melhor
resultado para imobilizagdo com SS com 69,4% e 65,9% para forma livre e 65,3% para
imobilizagdo com SOH. B. tequilensis ndo obteve diferenca para as biomassas imobilizadas SS
e SOH com 71,4% e 71,3% para as biomassas SS e SOH respectivamente e 65,8% para a forma
de células livres. B. subtilis alcangou melhor resultado para a imobilizagdo com SS com 74,0%,
e resultados proximos para imobilizagdo com SOH e sem imobiliza¢do como 69,5% e 65,9%
respectivamente. Finalmente, o consorcio que obteve valores similares de biodegradagdo para
c€lulas livres e imobilizadas com SS e SOH, com 69,2%, 71,2% e 70,6%, respectivamente,
como descrito na Tabela 22.

Tabela 22 Valores de biodegradacdo das cepas bacterianas em forma de células livres e
imobilizadas.

Biodegradacao (%)
Livre Imobilizada Imobilizada

SS SOH
B. pseudomycoides 73,3 69,4 68,5
B. cihuenses 65,9 69,6 65,3
B. tequilensis 65,8 71,4 71,3
B. subtilis 65,9 74,0 69,5
Consorcio 69,2 71,2 70,6

dp0,36al1,0l.
Como pode ser observado os resultados da tabela os valores de biodegradacao de células

livres e imobilizadas sdo proximos. Embora os de biodegradagdo com biomassa imobilizada
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sejam em média maiores, de acordo com a andlise estatistica aplicada ao nivel de significancia
de 5% ndo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo de células livres e
imobilizadas sdo diferentes. No entanto baseado no fato dos valores serem maiores ou iguais
optou-se por continuar os experimentos com biomassa microbiana imobilizada pautados em
dados da literatura dos beneficios do uso de microrganismos imobilizados.

No estudo de biodegradacdo de n-hexadecano com o B. Pumillus obteve valores de
degradacdo iguais a 98,4% e 90,8% para as células livres e imobilizadas, respectivamente
(Costa, 2006). Por outro lado, a biodegradacao de ftalato por Bacilus sp mostrou que células
imobilizadas em alginato degradaram 10 e 15 mM de ftalato, de uma carga inicial de ftalato de
10 e 20 mM, respectivamente. Os dados obtidos a partir de células imobilizadas com
poliuretano revelaram que 10 e 20 mM de ftalato foram completamente degradados apds 36 e
60 h de incubacdo, respectivamente. Entretanto, as células livres degradaram o ftalato 10 mM
completamente apos 72 h de incubagdo, a partir de 10 mM iniciais de ftalato (Patil ez al., 2006).
De acordo com este estudo, o material utilizado como suporte interfere no processo de
degradacdo. Desta forma, foi realizada a comparacao da biodegradacdo do 6leo, utilizando as
duas biomassas SS e SOH como suporte, a fim de verificar as eficiéncias das mesmas.

Como os resultados foram semelhantes foi realizada andlise estatistica de médias
populacionais de amostras independentes pelo teste t student para os valores médios de
biodegrada¢do de imobilizagdo com a SS e SOH. De acordo com a analise ao nivel de
significancia de 5% hé evidéncias de que de que os valores de biodegradagao para o a utilizacdo
das biomassas SS ¢ maior que a da SOH. Por isso para os testes que seguem a SS foi utilizada
como suporte dos microrganismos

Essa diferenga pode estar relacionada com a estrutura superficial das biomassas
(Capitulo 2), em que a SS apresentou poros maiores, podendo facilitar o acoplamento das

células dos microrganismos em sua superficie.

6.3.6 Comparacao da eficiéncia de biodegradacio em agua ultrapura X agua marinha
sintética

A biodegradacdo entre as quatro espécies e 0 consorcio microbiano permite verificar a
possibilidade do uso do biorreator no tratamento de efluentes industriais, bem como
recuperagdo de areas degradadas, em especial, derramamentos de 6leo em aguas salobras.
Como pode ser observado na Figura 47, a espécie B. pseudomyoides apresentou 72,3% de
biodegradacdo na dgua doce e 66,8% em agua salobra. As demais espécies obtiveram resultados

menores, porém similares em ambos os meios. A espécie B. cihuenses alcangou 65,7% em agua
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doce e 67,9% na agua salgada e a B. tequilensis, 65,9% e 69,0% para agua doce ¢ salgada
respectivamente. Outrossim, a B. subtilis € o consorcio microbiano atingiram 65,6% e 69,0%
na agua doce e 68,1% e 68,3% na 4gua salgada, nessa ordem.

Figura 47: Comparagdo da biodegradacao entre os meio com agua doce e dgua salgada (5g L~

1. Condi¢des experimentais: 4 mL de meio BH e 6leo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C por
10 dias (dp 1,23 a 2,09). Agua salgada ( l ) e Agua doce ( l )
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A andlise estatistica mostrou que os valores encontrados para biodegradacdo em agua
doce e salgada ndo sdo diferentes. Esses resultados indicam a possibilidade de utilizar o
biorreator com os dois tipos de meio.

No estudoo de biodegradagdo de petrdleo cru em dgua do mar sintética revelou que a B.
liqgueniforme foi capaz de biodegradar 58,5% de petroleo em concentracdo inicial de 3500 ppm
e concentragdo de 2,5 g L' de NaCl e pH 8,5 em 14 dias (Khanpour-Alikelayeh et al., 2020).
Ensaios de biodegradagdo, usando as fontes de hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos
aromaticos (PAHs), mostraram que ambas as bactérias B. methylotrophicus e Pseudomonas
sihuiensis foram capazes de biodegradar: (i) até 92,1% e 42,4% do contaminante alifatico de
cadeia média (C8 a C19) e longa (C20 a C33), respectivamente; (ii) 31,1% de isoprendide
(pristano) e (ii1) 46% de antraceno, 33,9% de fenantreno e 35,3% de pireno, apds 46 dias de
incubagdo em agua do mar (Pereira et al, 2019). Esses estudos mostraram que ¢ possivel a

biodegradacdo em meio salino com certa eficiéncia.

6.3.7 Variacao da concentraciio de dleo
Nos testes que seguem somente as cepas consorciadas foram testadas, devido ao conjuto

de resultados anteriores que permitiu o0 embasamento empirico para utilizagdo do consoércio.
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A variagdo da concentracdo inicial de 6leo permitiu observar a diferenga na resposta do
consorcio em degradar o 6leo usado de navio. De acordo com a Figura 48A, a concentragdo de
1g L' obteve o menor desempenho de degradagio quanto a quantidade de 6leo degradado (7,8
mg), assim como em porcentagem, 15,0% do total. Com as duas outras concentracdes testadas,
a degradaciio e percentagem do total foram bem maiores. Em 5g L', a degradacdo foi de 78,5
mg e porcentagem 56,1% do total, enquanto que a degradacdo foi igual a 129,0 mg e a
porcentagem em 56,1% na concentragdo de 10g L. E possivel observar pela Figura 49B, que
a biodegradagao pelo consorcio ndo € proporcional a concentragdo inicial de 6leo, devido aos
valores iguais para porcentagem de degradag@o encontrados nas concentracdes mais elevadas.
Entretanto, houve o incremento da taxa de degradacao com o aumento da concentracao de 6leo
no meio. Portanto, ndo existe inibicdo da biodegradacdo pelo consércio com elevacdo da
concentracao.

Figura 48: Comparagdo da biodegradagdo em diferentes concentragdes de dleo (1,5¢e 10 g L~
1. Condigdes experimentais: 4 mL de meio BH e 6leo usado de navio, 150 rpm a 35°C por 10
dias (dp 2,03 a 2,77). (A) Descrigdo da biodegradacio (mg) X concentragio inicial (g L!); (B)
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Estudos de degradacdo de Tricoforn por B. tequilensis encontrou resultado contrario,
com inibicdo da degradacdo nas concentra¢des mais altas. Assim, houve degradacao de 71,1,
42,3 e 38,4% em 200, 400 e 500 mg L' de tricloforn, respectivamente (Tian et al., 2016). Em
contrapartida, a biodegradacdo de diesel, por consorcio microbiano isolado de 4rea contaminada
descobriu uma taxa de crescimento de biomassa proporcional ao aumento da concentragao de
diesel (1-10%) para as espécies Bacillus sp. e Bacillus subtilis (Maciel, 2013). Portanto, a
biodegradacado, além de depender do tipo de contaminante, também necessita da concentracao

inicial dele.
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6.3.8 Tempo de crescimento do consorcio por bioestimulagio

Uma das técnicas empregadas para aumentar a eficiéncia de biodegradacdo por
microrganismos ¢ a bioestimulagdo, cujos pardmetros como temperatura, umidade, fluxo de
oxigénio, pH e os nutrientes (fosforo e nitrogénio) podem ser manipulados para tal finalidade
(Rocha, 2015).

O crescimento de microorganismos ajudou a verificar o comportamento do consorcio
com ¢ sem a adicao de nutrientes. Com base no teste de crescimento anterior ¢ na finalidade da
técnica de bioestimulo, a adicdo de nutriente somente foi realizada ap6s o ciclo de crescimento
do consorcio no décimo dia. De acordo com o experimento executado previamente, foi o tempo
em que as c¢lulas microbianas tiveram seu decréscimo no limite, ndo sendo possivel aumento
significativo da taxa de biodegradagao.

Uma quantidade minima de peptona (1% do volume total) foi adicionada de modo a
iniciar um novo ciclo de crescimento. A peptona, preparada a partir de hidrélise enzimatica de
proteina animal, contém polipeptidios e aminoécidos e fornece uma valiosa fonte de nitrogénio
para o crescimento de microrganismos (Rocha, 2015). O nitrogénio ¢ um dos nutrientes mais
utilizados para bioestimular o crescimento de microrganismos com a finalidade de acelerar o
processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos (Lahel et al., 2016).

A Figura 49 exibe a curva de crescimento do consorcio bacteriano sem e com adicao de
nutrientes. Apds a adi¢dao de peptona no 10° dia, observou-se a fase de morte no 17° dia, o que
evidencia um aumento do crescimento de células devido a adi¢do de peptona. Todavia, o
crescimento do consodrcio sem a adicao do nutriente nesse mesmo periodo apresentou a fase de
morte em igual intervalo de tempo que o consorcio com bioestimulo. Logo, as células mesmo
sem adi¢do de nutrientes permaneceram ativas (na fase estacionaria) entre o 10° e 17° dia.
Consequentemente, a adi¢cdo de nutrientes pode ndo ser eficaz no aumento da taxa de
biodegradacdo do 6leo. De acordo com a anélise estatistica, a média de crescimento de colonias

bacterianas com adi¢do de nutrientes foi maior do que sem adi¢do de nutrientes.
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Figura 49: Curva de crescimento do consércio bacteriano sem ¢ com adicdo de nutrientes.
Condigdes experimentais: 100 mL de meio BH e 6leo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C (dp
3,89a26,01). (A) Como bioestimulo e (®) Sem bioestimulo
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As taxas especificas de crescimento, numero de geragdes e tempo de geracdo calculados
para o consorcio sem e com adi¢ao de nutrientes podem ser vistos na Tabela 23. As taxas de
crescimento do consdrcio, como ja observado anteriormente no crescimento das espécies
individualmente, também foram baixas e ndo apresentaram diferenca com a incorporagdo de
nutrientes. Como esperado, o uso do bioestimulo aumentou em quase duas vezes o niimero de
geracdes. No entanto, o valor do tempo de cada geracdo foi muito proximo para ambos os testes,
o que revela que a peptona ndo promoveu a longevidade dos microrganismos. Tiveram apenas
seu desenvolvimento acelerado, devido a maior disponibilidade de energia no meio.

Tabela 23: Taxas especificas de crescimento microbiano, nimero de geracoes e tempo de cada
geracdo para o consorcio com e sem adicao de nutrientes

Sem bioestimulo Com bioestimulo
p (hh) 0,021 0,023
n 6,611 12,955
g (h) 454 41,2

A avaliacdo da biodegradacdo do diesel por consércio bacteriano, sob diferentes
concentragdes de nitrogénio, constatou que nao houve mudanga de biodegradagao significativa
para concentragcdes mais altas de nutrientes. A biodegradacao de diesel, em 20 dias, foi de

36,20% e 35,10% para maior e menor concentracao de N, respectivamente (Della-Flora, 2018).

6.3.9 Teste de eficiéncia com bioestimulacao
O teste de comparagao de biodegradacao com adi¢ao de nutrientes, ndo atingiu diferencga

significativa na biodegrada¢ao do 6leo com o processo de bioestimulo. A biodegradag¢do do
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6leo com adi¢do de nutrientes alcangou 72,0% e 74,8%, sem os nutrientes, Figura 50A.
Resultado semelhante foi encontrado por cromatografia em TPH, como observado na Figura
50B. Estatisticamente ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que os valores de
biodegrada¢ao com adi¢do de nutrientes e sem adi¢ao de nutrientes sao diferentes.

Figura 50: Comparagdao de biodegradacdo sem e com adi¢do de nutrientes. Condig¢des
experimentais: 4 mL de meio BH e dleo usado de navio 1%, 150 rpm a 35°C por 20 dias (dp

0,16 a 0,18). (A) % de biodegradagao; (B) Determinagdo de C8-11, C11-14, C14-20, C20-40 ¢
TPH total por CG/FID. (.) Nutrientes (.) Sem nutrientes
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De acordo com a literatura, a adi¢cao de nutrientes pode promover aumento da biomassa,
facilitando a biodegradacdo do oleo (Oliveira, 2019). Alguns estudos obtiveram resultados
positivos para biodegradacdo de hidrocarbonetos com a técnica de bioestimulo, como a
biodegradacao de hidrocarbonetos totais de petrdleo por biorreator (Oliveira, 2019). Da mesma
forma, o trabalho com a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo pela atuacdo de fungos
endofiticos isolados da Eichhornia crassipes corroborou esses achados (Rocha, 2015).

A biodegradacdo € uma técnica muito eficiente. Entretanto, seus resultados variam de
acordo com 0 microrganismo em questao € o tipo de contaminante. Existem casos em que o uso
de nutrientes, como o nitrogénio, ¢ necessario para a melhor eficiéncia da biodegradacdo. No
entanto, a adi¢cdo de nutrientes aumenta os custos do processo (Suja et al., 2014). Por
consequéncia, ¢ necessario avaliar a relacao custo X beneficio no uso desses compostos. Como
a técnica de bioestimulo nao foi significativa neste estudo, os nutrientes nao foram adicionados

nos demais testes

6.3.10 Analise fisico-quimica do 6leo bruto

6.3.10.1 Caracterizagdo do 6leo usado de navio por Espectroscopia no Infravermelho (IV)

O objetivo da espectroscopia no IV foi analisar qualitativamente a composi¢ao quimica

do 6leo. A Figura 51 mostra um espectro tipico de o6leo lubrificante com quatro regides
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caracteristicas desse tipo de substancia (Santos Junior, 2011). A regido (a) marcada como regiao
do espectro tida como a “impressao digital” do material, que, neste caso, se refere a deformacgao
axial de ligagdo C-O de ésteres. A regido (b) com duas bandas intensas caracteristicas de
vibragdes de deformagdo angular de ligacdes C-H em metilas e metilenos. A regido (c) com
bandas de baixa intensidade caracteristicas de vibra¢ao de deformagao axial de ligagdo C=0 de
grupos carbonila presentes em ésteres alifaticos. Por fim, a regido (d) com bandas intensas

tipicas de deformagdo axial de ligacdes C-H de grupamentos metila e metileno (Silverstein e

Webster, 1998).

Figura 51: Espectroscopia no Infravermelho. Espectro do 6leo de motor de navio usado.
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De acordo com o espectro obtido, em especial na regido da impressao digital, € possivel
identificar alguns grupos constituintes do o6leo lubrificante (Santos Junior, 2011), como
resumido na Tabela 24.

Tabela 24: Identificagdo de grupos quimicos constituintes do 6leo de motor de navio usado,
suas respectivas bandas e especifica¢des para 6leos lubrificantes.

Grupo Especificacoes Bandas referentes
Alquged;ﬁcfgsfato Aditivos do tipo antidesgaste e antioxidante 665 e 975 cm’!

772, 815, 887, 1660,

Hidrocarbonetos Constituintes tipicos dos 6leos lubrificantes 2854, 2924 ¢ 2954
-1

cm
Succinimida Aditivo do tipo dispersante 1230 ¢ 1705 cm™!
Componente tipico dos aditivos de
Polimetacrilato abaixamento do ponto de fluidez e de 1154, 116_91 e 1745

) ) ) cm
modificadores de viscosidade

Fonte: Santos Junior (2011)
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De acordo com a literatura, o 6leo lubrificante para motor de navio usado ¢ formado por
moléculas inalteradas do 6leo basico, produtos de degradagdo do 6leo basico, contaminantes
inorganicos, agua proveniente da cadmara de combustao, hidrocarbonetos leves (combustivel
nao queimado), particulas de carbono produzidas pelo craqueamento dos combustiveis e do
proprio lubrificante. Além desses componentes, ainda geram compostos tais como dioxinas,
acidos organicos, cetonas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, oriundos da féormula

original e/ou absorvidos do proprio motor (Teramae et al., 2012).

6.3.10.2 Caracterizagao do 6leo usado de navio por cromatografia gasosa (CG)

De acordo com a analise de TPH por CG para as faixas de gasolina (C8-11), querosene
(C11-14), diesel (C14-20) e 6leo lubrificante (C20-40), € possivel observar que, mesmo apds
longo periodo de uso no motor do navio, o 6leo deste estudo apresentou maior porcentagem de
TPH na faixa especifica de dleo lubrificante (98,0%) e alguns tragos de diesel (2,0%) (Figura
52).

Figura 52: Analise de C8-11, C11-14, C14-20, C20-40 e TPH total no 6leo usado de motor de

navio (4g L! diluido em cloroférmio) por CG/FID.
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Pela caracterizagdo do 6leo usado de navio por espectroscopia no IV e de TPH por CG,
foi possivel verificar que o Oleo utilizado no estudo tem a composicdo tipica de oleo
lubrificante, com os principais grupos funcionais, como ja discutido, e faixa de cadeia de

hidrocarbonetos entre 20 e 40 carbonos.

6.3.11Teste com biorreator em escala de bancada
A Figura 53 mostra uma mudanca visual no sistema no decorrer dos 20 dias. Além do
aumento na turbidez do meio ao longo do tempo, foi possivel observar diminui¢ao do filme de

0leo, em especial, nas imagens referentes ao 15° e 20° dias. Da mesma forma, a diferenca de
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aparéncia entre os reatores € o controle negativo, que manteve a borra de 6leo intacta durante
os 20 dias, pode ser observada na Figura 54.

Figura 53: Imagem dos reatores retirados para andlise em ordem cronoldgica e o controle
negativo (CN).
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Os hidrocarbonetos presentes no petrdleo e seus derivados sdo compostos por
basicamente quatro grupos, como os alifaticos, os aromaticos, as resinas e os asfaltenos. A
biodegradacdo desses hidrocarbonetos ocorre majoritariamente pela agdo dos microrganismos,
que, quando manipulados, efetivamente podem promover a degradagdo em um curto espago de
tempo, de dias a horas. Em geral, os primeiros grupamentos a serem degradados ou consumidos
sd0 os n-alcanos e os menores compostos de dez a 22 carbonos, seguidos dos hidrocarbonetos
de peso moderado de 19 a 40 carbonos em suas cadeias. Na sequéncia, estdo aqueles de cadeia
ramificada ou ciclica, que levam mais tempo para serem degradados (Della-Flora, 2018, Birch
etal.,2017).

Uma das propostas do biorreator deste estudo, além da simplicidade para aumento do
custo-beneficio do tratamento, é a adesdo bacteriana, que consiste na colonizagdo em
superficies. De acordo com a literatura, existe uma influéncia positiva na atividade de
microrganismos quando comparada aos mesmos de forma isolada. A essa adesdo foi atribuida
a defini¢do de biofilme. No entanto, para que seja formado um biofilme ¢ necessario um numero
minimo de células aderidas por cm? (106). Caso contrario, ocorre apenas a adesdo bacteriana
(Silva, 2011).

Cerca de 99% das populacdes de bactérias sao capazes de formar biofilmes, destacando-
se as Pseudomonas sp, Enterobacter sp, Flavobacterium sp, Alcaligenes sp, Staphylococcus sp
e Bacillus sp. Esses biofilmes podem ser formados em uma grande variedade de superficies
(Gomes, 2011).

A Figura 54 mostra a concentra¢io de TPH para cada biorreator. E possivel verificar a

diminui¢do da concentracdo das cadeias carbdnicas referentes ao 6leo lubrificante (C20-40)
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para cada biorreator. E possivel observar o processo crescente de biodegradacao ao longo do
tempo, mesmo se tratando de amostras individuais referente a cada biorreator.

Figura 54: Concentragdes residuais de C8-11, C11-14, C14-20, C20-40 e TPH total para cada

biorreator por CG/FID. (=) C8-11, (=) C11-14, (m) C14-20, (m) C20-40 e (m) TPH TOTAL
(C8-40)
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A Figura 55 contribui para melhor compreensdo do processo de biodegradacao ao longo
do tempo. Conforme verificado anteriormente, observou-se um aumento progressivo da
biodegradagdo do 6leo, como também a multiplicagdo das células da biomassa do consoércio ao
longo do tempo. Mesmo apds o 20° dia, o consorcio ainda se mostrava em expansdo,
possivelmente a caminho da fase estacionaria. O pequeno declinio na taxa de crescimento da
populag¢do microbiana, observado a partir do 15° dia, pode estar relacionado ao aparecimento
de moléculas biotransformadas nas fases anteriores, resultantes do metabolismo das bactérias,
possivelmente com acentuada toxicidade (Melo, 2004). Entretanto, com esse resultado, ¢
possivel inferir a possibilidade de extensdo do prazo de utilizacdo do biorreator a fim de

aumentar a taxa de biodegradacao do 6leo.
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Figura 55: Porcentagem de biodegradagdo do 6leo pelos reatores ao longo do tempo ( . )e
curva de crescimento das células microbianas contidas nos reatores (s ).
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A taxa especifica de crescimento, numero de geracdes e tempo de geragdo também
foram calculadas para o biorreator, como no experimento anterior sobre crescimento. Os
resultados encontrados para essas varidveis foram 0,019 h'!, 9,875 e 50,7h, respectivamente. A
comparagdo dessas respostas com aquelas obtidas no crescimento de células livres em
erlenmeyers possibilitou verificar que a taxa especifica de crescimento se manteve, enquanto
que o numero de geragdes € o tempo de geragdo foram maiores no biorreator. Assim, pode-se
inferir que o biorreator beneficiou o crescimento microbiano ao sistema, controlando o processo
de biodegradacdo. Segundo a literatura, essa ¢ uma das vantagens do uso de sistemas com
biorreatores, visto que assumem as configuracdes desejadas. Assim, permitem um maior
controle das condi¢des otimizadas, mais favoraveis ao bioprocesso (Silva, 2012).

Os parametros fisico-quimicos de cada reator foram mensurados e seguem na Tabela
24. Nao foi observado diferenga expressiva para OD e temperatura, enquanto o pH obteve leve
queda de 6,97 para 6,52. Esta redug@o no valor de pH indica o aumento de cargas positivas com

o processo de biodegradacao do dleo.

Tabela 25: Pardmetros fisico-quimicos: Oxigénio Dissolvdio (OD), pH e temperatura
referente a cada biorreator.

Tempo OD pH Temperatura
(mg L) O
5°dia 1,77 £0,02 6,98 £0,01 35,1 £0,1
10° dia 2,05 £0,02 6,95 +£0,01 34,7 £0,1
15° dia 1,98 £0,02 6,73 £0,01 35,3 +0,1

20° dia 1,97 £0,02 6,52 +0,01 34,8 +£0,1
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6.3.11.1 Calculos de eficiéncia do biorreator

Os calculos de eficiéncia do biorreator encontram-se na Tabela 26, juntamente com os
resultados publicados de degradacao de 6leos derivados do petroleo por diferentes biorreatores
encontrados na literatura. O biorreator deste estudo obteve média de remogao de 52,5% e taxa
de degradagido de 0,027d! e, de acordo com os trabalhos referidos, encontra-se entre os
melhores resultados. Dessa forma o biorreator desenvolvido por este estudo apresenta potencial

para aplicac¢ao da degradacgdo de 6leo usado de motor de navio.

Tabela 26: Biodegradacdo de derivados do petréleo por diferentes biorreatores encontrados na

literatura.
Tipo de Microrganismos Contaminante Tempo  Média de Taxa de Referéncia
biorreator remociao degradacio
Escala de B. pseudomycoides, 1% de oleo 20dias 52,5% 0,027 d'! Este trabalho
laboratorio, em B. cihuenses B. tequilensis e usado de motor (TPH)
batelada e com B. subtilis de navio

inéculo em leito
fixo (Salvinia sp.).

Bancada, modelo Cunninghamella  elegans, 10% de oleo 15dias 96,1% 0,064 d! Cruz, 2017
BioFlo 110 Rhizopus arrhizus e diesel
Aspergillus niger
Imersao Consorcio fungico 3% do 6leo da 90 dias  78,5% 0,009 d! Lima, 2014
temporaria imobilizado em fibra de coco  bacia do (TPH)
Reconcavo
Fluxo continuo Pseudomonas aeruginosa e Solo 60 dias  81,9% 0,014 d"! Safdari et
Bacillus subtilis contaminado (TPH) al., 2018
2% petroleo
De rolos Cultura microbiana 5% Diesel 121 36% 0,003 d! Nikakhtari et
defletores em (Nao identificada) dias al.,2010
pequena  escala
(2,2L)
Hibrido de manta Staphylococcus warneri 950 mg L' 24h 99% (TPH) 0,990 d! Moussavi e
de lodo / biofilme e Bacillus cereus petréleo Ghorbanian,
2015
Bancada, modelo Bacillus sp. 1% 24 dias  93,5% 0,039 d! Almeida et
BioFlo 110 B. amyloquefaciences combustivel al., 2017
marinho

6.3.12 Analise toxicologica dos efluentes

6.3.12.1 Ensaio de fitotoxicidade com Lactuca Sativa

O teste de fitotoxiciade com as sementes de alface aponta uma toxicidade maior dos

efluentes deste estudo em relagdo a literatura, em que produtos da biodegradagao de petroleo e



150

seus derivados apresentaram indice de germinagcdo médio de 90% (Banks e Schultz, 2005;
Baoune et al., 2019). No presente trabalho, o valor médximo de germinagdo foi de 60,0% para
residuo do biorreator em concentracdo de 12,5%, o que pode estar relacionado a semente
utilizada, cuja taxa de germinacdo foi também de 65% para o controle positivo. O teste foi
realizado por duas vezes, e as mesmas taxas médias de germinagdo foram obtidas em ambas. O
efluente, apds o tratamento em coluna (Capitulo 1), apresentou maior fitoxicidade com as
sementes de alface na germinagdo maxima de 40,0% para a concentracao de 6,25%, como
observado na Figura 56.

Ao nivel de significancia de 1%, ndo ha evidéncias de que os valores das medianas das
taxas de germinagdo de L. sativa para o residuo do biorreator sdo diferentes da taxa de
germinagdo das sementes para o residuo do efluente apos tratamento em coluna.

Figura 56: Efeito percentual da germinag¢do de sementes de alface por concentragdo de
efluentes. ( . ) Residuo do biorreator e ( . ) Efluente apds tratamento em coluna
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O efeito percentual observado na germinagdo da L. sativa com o efluente de biorreator,
tratado apos 7 dias de biodegradacao de diesel, foi de 41% (Silva et al., 2015). Por outro lado,
o teste de toxicidade, realizado apos 84 dias de remediag¢do de solo contaminado com 15% de
Oleo lubrificante usado, revelou 80% de germinagao (Abioye et al., 2012). Todavia, outro
experimento em solo contaminado com diesel e enriquecido com B. subtilis, encontrou baixa
inibicdo da raiz de L. sativa. A porcentagem de inibi¢do da raiz e hipocdtilo em solo
contaminado com petrodleo, petroleo enriquecido com indculo, e o diesel permaneceu acima de

55% (Cruz et al., 2014).
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6.3.12.2 Fitotoxicidade com Phaseolus vulgaris L.

O teste de fitotoxicidade com as sementes de feijao indicou maior toxicidade do residuo
do biorreator na comparacao com o efluente apds o tratamento em coluna, cuja germinagdo em
todas as concentragdes foi de 100%, como mostra a Figura 57.

Os percentuais de germinagdo da Phaseolus vulgaris para residuo do efluente apos

tratamento em coluna foram estatisticamente mais elevados do que aqueles encontrados no

residuo do biorreator.

Figura 57: Indice de germinagio para sementes de feijio de acordo com a variagdo da
concentragdo de efluentes. ( l ) Efluente apods tratamento em coluna e ( l ) Residuo do
biorreator
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Na literatura, os produtos da biodegradacao de petrédleo e derivados apresentaram indice
de germinacdo médio de 90-100% (Cruz, 2017; Marchut-Mikotajczyk, ef al., 2021), enquanto
que, no presente estudo, o valor médximo de germinagdo foi em 55,0% para o residuo do
biorreator tratado em concentracdo de 3,12%.

Na tabela 27, sdo apresentados os percentuais de germinagado e crescimento da raiz para
ambos os efluentes, assim como o indice de germinag¢do. Como ja observado anteriormente, o

efluente tratado em coluna de adsor¢do apresentou os melhores resultados.

Tabela 27: Porcentagem de germinagdo (%G), crescimento da raiz (%CR) e indice de
germinagao (IG) para a semente de feijao.

Amostras %G %CR 1G

Efluente ap6s tratamento em coluna  121,1 157 1,88

Residuo do biorreator 72,5 108 0,78
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Um estudo de fitoxicidade realizado em sementes de feijao com efluente de biorreator,
tratado apds 7 dias de biodegradacao de diesel, encontrou 38% de indice de germinagdo, 54%
de germinacdo e 70% de crescimento da raiz (Silva et al., 2015).

A anélise citotoxicologica do tratamento bioldgico de 6leo diesel por consorcio fungico
para diferentes ensaios descobriu uma variacao de 57,7 a 100% na germinacgao, crescimento da
raiz de 15 a 43% e indice de germinacao entre 12 e 33% (Cruz, 2017).

As sementes de alface e feijdo, Figura 58, apresentaram respostas distintas para o mesmo
efluente. A primeira apresentou baixa taxa de germinagdo, enquanto que a segunda obteve
100% de germinagdo, independentemente da concentracao do efluente. Uma hipotese pode ser
a diferenca entre as estruturas das sementes. A semente de alface possui caracteristica mais
delicada em sua estrutura celular, enquanto que a semente de feijao, mais robusta, pode ser mais

resistente a diferentes substancias.

Figura 58: Germ1na<;ao das sementes de alface e feijdo apods 5 e 7 dias, respectlvamente.

6.3.12.3 Ensaio de letalidade com Artemia Salina Leach

O teste de letalidade com 4. Salina, Figura 59, para o residuo apds o processo de
biodegradacdo e o efluente apds tratamento em coluna, obtiveram resultados distintos. O
residuo do biorreator obteve maior taxa de letalidade em relagdo ao da coluna. A taxa de
letalidade da A. Salina foi estatisticamente maior no residuo da biodegradagdo do que a taxa
média de letalidade da A. Salina no residuo da coluna. Essas diferengas podem ser explicadas
pela forma de obten¢do das amostras aquosas. No que diz respeito a amostra gerada pelo
processo de biodegradacao, os hidrocarbonetos presentes no 6leo estavam mais dissolvidos sob
diferentes formas na solu¢do aquosa, o que teoricamente tende a deixar o meio mais téxico. Em
contrapartida, a outra amostra, obtida a partir da coluna de adsor¢ao, tende a ser menos toxica,

uma vez que passou pelo processo de tratamento de adsor¢ao.
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Figura 59: Porcentagem média de mortalidade de A. salina em funcdo de diferentes
concentragdes de efluente tratado e efluente ndo tratado. (l) Residuo do biorreator e (l)
Efluente ap6s tratamento em coluna
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Esses resultados deste trabalho sdo equivalentes ao encontrado na literatura para
toxicidade de efluentes contendo hidrocarbonetos, em que as taxas de letalidade com Artemia
Salina foram um pouco mais baixas. O estudo da degradagdo de petroleo e diesel, com
consorcio constituido por Aspergillus sclerotiorum, Cladosporium cladosporioides, Bacillus
sp. e Cryptococcus laurentii, se destacou com 54% e 40% de letalidade de Artemia sp. no 6leo
diesel e petroleo, respectivamente, apos incubagdo por 21 dias (Duarte, 2016). Também a
pesquisa sobre degradacao de solo contaminado por petréleo com consércio composto por
Bacillus thuringiensis, B. cereus, Geomyces pannorum e Geomyces sp apresentou taxa de

letalidade da Artemia Salina de 50% para uma dilui¢do de 12,5% (Madella et. al. 2017).

6.3.12.4 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fisheri

Toxicidade € o grau em que um composto especifico ou uma mistura ¢ capaz de causar
danos ou morte em organismos vivos (Cruz, 2017). Os efeitos toxicos dos efluentes deste estudo
na bactéria marinha Vibrio fischeri foram avaliados através da determinagdo da porcentagem
de inibicdo da emissdo de luz luminescente pelas bactérias em diferentes concentragdes. Os
resultados sdao mostrados na Tabela 28, que apresenta os valores ECyo € ECso ap6s 15 min de
exposicao. Como pode ser observado, ambos os efluentes apresentaram toxicidade aguda para
a bactéria. O residuo do biorreator apresentou maior efeito toxico quando comparado com o

efluente tratado pela coluna de adsor¢ao. Assim como no teste anterior, os efluentes precisaram
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ser diluidos a uma concentragdo de 12,5% (v/v) para ndo apresentar efeito toxico a ambos os
organismos marinhos, a Artemia Salina e o Vibrio fischeri.

Tabela 28: Resultados da toxicidade aguda no Vibrio fischeri, apds 15 minutos de exposi¢ao ao
efluente tratado em coluna e residuo do biorreator.

Resultados

Efluente apds tratamento Residuo do biorreator

em coluna
CE20 19,61% 13,67%
CEso 69,43% 35,34%
UT 1,44 2,83
FT 8 8

CEso: Concentragdo efetiva da amostra, que causa 50% de inibi¢do na luminescéncia do organismo-teste;

CExo: Concentragdo efetiva da amostra, que causa 20% de inibi¢do na luminescéncia do organismo-teste;

UT: Unidade toxica (100.CEso™!);

FT: Dilui¢do minima da amostra em que néo se observa efeito significativo de luminescéncia no organismo-teste.

De acordo com os esses resultados, ¢ possivel inferir que a degradacao do 6leo de motor
de navio usado pelo consdrcio bacteriano gerou compostos intermedidrios mais toxicos do que
sua estrutura original. O mesmo resultado também foi verificado no estudo de biodegradacdo
de diesel em 21 dias pelo consércio A. sclerotiorum, C. cladosporioides, Bacillus sp. ¢ C.
laurentii (Duarte, 2016).

O conjunto de resultados toxicoldgicos para as sementes e organismos marinhos
mostrou a existéncia de elevado grau de toxicidade para o efluente da coluna de adsor¢ao
(Capitulo 2), mesmo apds tratamento. Entretanto, cabe destacar que o mesmo € proveniente de
uma concentragio inicial de 12 g L', tendo alcangado, apds passar pelo tratamento na coluna,
uma concentragio final de aproximadamente 600 mg L', ou seja, foram removidos 95% do
6leo presente no efluente. A Resolugdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, estabelece
o limite de 20 mg L™! para efluente oleoso (Brasil, 2011). Dessa forma, o efluente precisa passar
novamente pela coluna de adsor¢do para atingir os padrdes necessarios para descarte.

De acordo com as analises toxicoldgicas para o residuo do biorreator em todos os testes,
foi observado maior grau de toxicidade do mesmo em relagdo ao efluente apos tratamento na
coluna, o que revela que os compostos intermediarios, como dito anteriormente, sdo mais
toxicos do que o 6leo em seu estado inicial. No que se refere ao seu descarte, uma opg¢ao seria

promover o tratamento do mesmo com a coluna de adsorc¢ao.

6.4 CONSIDERACOES
De acordo com os resultados obtidos neste capitulo foi possivel verificar a capacidade

de imobiliza¢do de cepas bacterianas isoladas e consorciadas nas biomassas SS e SOH.Bem
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como verificar as condi¢des limitantes na produgdo da biomassa de bactérias imobilizadas
através dos testes de crescimento, aplicagdo de bioestimulo e variacdo da concentragdo de 6leo
obtendo diferentes resposta de biodegrdagao.

Também foi possivel avaliar o potencial de biodegradagdo de 6leo usado de navio em
biorreator em batelada em escala de bacada com cepas bacterianas imobilizadas em biomassa
da Salvinia sp. Na qual foi obtida uma capacidade de biodegrdacdo de 52,9% e taxa de
degradacdo de 0,027 d’!

Como foi possivel observar ao longo deste capitulo, ¢ plausivel otimizar a eficiéncia da
biodegrada¢do com a manipulacdo de alguns parametros, como a imobiliza¢do das bactérias, o
aumento da concentracdo de contaminantes e aumento do tempo. Outros pardmetros como
reinoculagdo e bioestimulo ndo apresentaram melhora significativa no processo de
biodegradacao.

Os resultados obtidos dessas manipulagdes permitiram a constru¢gdo de um biorreator
com potencial na aplicagdo na biodegradagdo de derivados do petroleo, como o 6leo de navio
usado. A aplicacdo do biorreator ¢ o estagio final do processo de tratamento de aguas
contaminadas sugerido por este trabalho, como pode ser observado no esquema ilustrativo
representado na Figura 60. O filtro com a biomassa representa o produto final a partir dos
estudos de adsor¢do obtidos no capitulo 1. Conforme os resultados, ¢ possivel propor trés
destinos ao 6leo removido do ambiente: reaproveitamento através do uso de solventes apds a

filtragem, incinerag@o ou a biodegradagdo em biorreator.
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Figura 60: Esquema ilustrativo para execucao da metodologia proposta por este estudo
Solvente Solvente

Agua Agua tratada _ by Biomassa

contaminada Filtro com
- r X 1 I::}- !'.?”'
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5 [

f—
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Sao necessarios estudos futuros de otimizacdo do biorreator em escala de banca ¢
porteriomente em escala piloto, a fim de verificar a adsor¢do em coluna de leito fixo, assim
como o uso da mesma em areas com derramamento. Estudos de aplicagdo biotecnoldgica
podem ser realizados para apurar possiveis produtos obtidos a partir da biodegradac¢do do 6leo
pelo consércio microbiano, como também a otimizacdo do biorreator e producdo em escala

piloto.
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7 CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho de desenvolver um método para tratamento de aguas
contaminadas por compostos organicos derivados do petrdleo, com o uso da adsor¢do e da
biotecnologia, foi alcangcado. Na qual os objetivos especificos também foram obtidos, como
descrito ao final de cada capitulo. Dessa forma, foi possivel verificar que o uso do consorcio de
bactérias constituido pelas espécies B. pseudomycoides, B. subtilis, B. tequilensis e B. cihuensis
imobilizado em biomassa de Sa/vina sp. foi capaz de degradar 6leo lubrificante usado do navio.

Os resultados alcangados apontam para a possibilidade, através de estudos futuros, de
que a metodologia desenvolvida venha a ser uma tecnologia sustentavel e economicamente
viavel.

Este trabalho buscou pautado, ainda que indiretamente, no complexo econdmico-
industrial da satide ao também relacionar a dimensdo economica da saude, revela seu carater
sistémico, apresentando potencial para a superacdo da dicotomia observada entre a logica

econdmica € a sanitaria.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1441204319
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APENDICE A-Lista de Reagente utilizados

NaOH- em lentilhas P.A. 99,5% Neon Comercial Ltda

H>S04- 98% ACS Dinadmica Quimica Contemporanea Ltda
HCI- 37% P.A./ ACS Dinamica Quimica Contemporanea Ltda
Na,COs- P.A./ ACS Dinadmica Quimica Contemporanea Ltda
NaHCOs- P.A. Vetec Quimica Fina Ltda

HNOs3- PA 65% Quimica Moderna

NaCl- P.A. 99,5% Sigma-Aldrich Ltda.

KH2POs- P.A. 98 — 100,5% Vetec Quimica Fina Ltda.
K2HPO4- P.A. 99% J.T. Backer Ltda

NH4NOs- PA ACS 95% Exodo Quimica Fina Ltda.

MgS04.7H20- P.A. 98 — 102% Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.

FeCls- P.A. 98% Sigma-Aldrich Ltda.

CaCl,.2H>0- P.A. 99% Quimica Moderna

Agar bacteriologico- KASVI Laboratorios Conda SA
Extrato de levedura- KASVI Laboratérios Conda SA
Peptona- Synth Ltda.

Extrato de carne- Synth Ltda.

Glicose- P.A. Neon Comercial Ltda.

Ciclohexamide- 94% Sigma-Aldrich Ltda.
2,6-Dicloroindofenol- P.A. Merck SA

Etanol- PA 99,5% Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.
Cetona- 99,5% Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.
Violeta cristal- Merck SA

Fucsina- Synth Ltda.

Lugol- Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.
Sementes de alface Simpson (Lactuca sativa) Isla
Artemia ovos de alta eclosdo Maramar Pet

Cloroférmio - Synth Ltda.
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APENDICE B — Anailise de dados estatisticos do capitulo 1

Testes estatisticos de Normalidade Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo Teste de

Levene

Isoterma Navio emuls3o salgada

Isoterma Navio emulsdo agua
ultrapura

Isoterma Carro emulsdo agua
ultrapura

Shapiro-Wilk Test

Shapiro-Wilk Test

Shapiro-Wilk Test

SS SO SS SO SS SO
W-stat 0,871736 0,861815| W-stat 0,903165 0,915752|W-stat 0,912315462 0,962496718
p-value 0,128326 0,100337|p-value 0,23726 0,322885|p-value  0,259722685 0,802406795
alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05
normal yes yes normal yes yes normal yes yes
Outliers None None Outliers None None Outliers None None
vene's Tests Levene's Tests Levene's Tests
type p-value type p-value type p-value
means 0,898937 means 0,898937 means 0,557064267
medians 0,895251 medians 0,895251 medians 0,597676518
trimmed 0,898937 trimmed 0,898937 trimmed 0,557064267

Isoterma Carro emulsdo agua
salgada
Shapiro-Wilk Test

Comparagdo temperaturas
6leo de Navio
Shapiro-Wilk Test

Temperatuta 15 C SS e SO Navio
Shapiro-Wilk Test

SS SO SS SO SS SO
W-stat 0,960287343 0,857457084| W-stat 0,836585 0,884998] W-stat 0,836585384 0,962982559
p-value  0,789144139 0,07121124|p-value  0,069465 0,210083|p-value  0,069465203 0,837985378
alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05
normal yes yes normal yes yes normal yes yes
Outliers None None Outliers None None Outliers None None
Levene's Tests Levene's Tests Levene's Tests
type p-value type p-value type p-value
means 0,688164636 means 0,030487 means 0,224817772
medians 0,840788478 medians 0,067721 medians = 0,53333062
trimmed 0,688164636 trimmed 0,030487 trimmed 0,224817772
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Temperatuta 15CSS e SO
Temperatuta 35 CSS e SO Navio Carro Temperatuta 15 CSS e SO Navio
Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test
SS SO SS SO SS SO

W-stat 0,955993073 0,958676575
p-value  0,771185117 0,797402573

W-stat 0,844582 0,890139|W-stat 0,836585384 0,962982559
p-value  0,064929 0,200183|p-value  0,069465203 0,837985378

alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05
normal yes yes normal yes yes normal yes yes
Outliers None None Outliers None None Outliers None None

Levene's Tests Levene's Tests Levene's Tests
type p-value type p-value type p-value
means 0,152981425 means 0,117452 means 0,224817772
medians  0,175523559 medians 0,310898 medians  0,53333062
trimmed 0,152981425 trimmed 0,117452 trimmed 0,224817772
Temperatuta 25 C SS e SO Carro Tempe ratl::ta 35€55e S0 pH das Biomassas
arro
Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test
SS SO SS SO SS SO

W-stat 0,937588685 0,972596856
p-value  0,556757722 0,915980426

W-stat 0,873856 0,938502|W-stat 0,990825688 0,998847926
p-value  0,135185 0,566219|p-value  0,816786789 0,935161685

alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05

normal yes yes normal yes yes normal yes yes

Outliers None None Outliers None None Outliers None None
Levene's Tests Levene's Tests Levene's Tests

type p-value type p-value type p-value

means 0,155703408 means 0,804594 means 0,657994735

medians 0,227575694 medians 0,681552 medians  0,66122522

trimmed 0,155703408 trimmed 0,804594 trimmed 0,657994735

Teste t-student pareado para comparacao de médias de populacoes dependentes

Isoterma Navio Doce Isoterma Navio Salgado
Ha @ pes > so Ha: s - Pso >0 Ha : pes > Uso Ha : pss - Hso > 0
Ho: pes < Pso Ho: ps - 5o <0 Ho: pes < o Ho: pes - pso <0
n=10 GL=9 a=5% n=10 GL=9 a=5%
Lss Hso di =(ss-Hso) di? Mss WUso di =(pss-piso) di?
70,19 34,65 35,54 1262,97 60,47 59,7 0,77 0,59
137,59 165,06 72,53 5260,84 232,41 | 2288 3,61 13,03

238,38 150,56 87,82

7711,77 280,64 | 254,5 26,14 683,39
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333,19 231,04 (102,14 10432,92 765,39 | 720,54 44,85 2011,52
418,18 318,97 ]99,2 9841,3 409,25 | 360,65 48,6 2361,96
92,63 403,96 [-311,33 96927,41 747,05 | 732,95 14,1 198,81
120,31 80,66 39,65 1571,73 71,22 | 61,83 9,39 88,11
447,17 |112,6 334,56 111932,62 91,1 90,73 0,37 0,14
618,5 435,28 [183,22 33568,96 930,59 | 898,31 32,28 1042
2di = 891,41 ?2;654’20 2di =180,10 [Xd*=6399,54
d= 89,14 d= 18,01
sa= 170,16 tons = 1,66 tab=1,8331  s¢= 18,73 tobs = 3,04 tab=1,8331

Ao nivel de significancia de 5% h4 evidéncias de que o a adsor¢do de SS é maior que SOH para isoterma

com o 6leo de navio salgado.
Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS ¢ maior que SOH para
isoterma com o 6leo de navio doce.

Isoterma Carro Doce

Isoterma Carro Salgado

Ha @ pes > o Ha @ P - Hso >0 Ha @ e > o Ha @ pes - Peo > 0
Ho: pes < o Ho: pes - 5o <0 Ho: pss < oo Ho: pes - pso <0
n=11 GL=10 o=5% n=10 GL=9 o=5%
Mss MUso di =(Uss-Hso) di? Mss Uso di =(Uss-Hso) di?
34,26 56,02 -21,76 473,67 152,791 158,23 -5,44 29,59
66,27 91,87 -25,60 655,16 236,06 | 230,53 5,53 30,62
120,13 138,47 -18,34 336,45 54,48 | 118,46 -63,98 4093,44
92,62 186,91 -94,29 8891,52 109,76 | 164,50 -54,74 2995,92
295,78 227,87 67,91 4611,36 18,05 | 310,64 -292,59 85609,88
399,81 308,54 91,27 8331,06 162,45 | 574,86 -412,41 170084,76
511,18 303,38 207,80 43180,84 299,34 | 265,44 33,90 1149,10
279,60 426,99 -147,39 21724,11 457,441 119,98 337,47 113882,63
295,78 308,54 -12,76 162,79 250,89 | 229,92 20,97 439,74
409,75 430,15 -20,40 416,13 240,96 482,58 -241,62 58377,81
511,18 525,92 -14,74 217,18
xdi=11,70 2d>=89000,27 2di=-672,91 | £d*=436693,48
d=1,06 d=-67,29
s¢— 4,44 tobs = 8,73 teap= 1,8125 sq= 208,54 tobs =-1,02 | tean=1,8331

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que o a adsor¢@o de SS ¢ maior que SOH para isoterma com o

oleo de carro

Ao nivel de significancia de 5%

doce

com o dleo de carro salgado

nao ha evidéncias de que o a adsor¢@o de SS é maior que SOH para isoterma

Cinética 15 °C Navio

Cinética 25 °C Navio

Ha @ pes > Wso Ha @ Pes - Uso >0 Ha @ pes > Wso Ha @ Ps - Uso > 0
Ho: pes < Pso Ho: ps - tso <0 Ho: pss < o Ho: ps - pso <0
n=8 GL=7 oa=5% n=8 GL=7 o=5%
Mss so di =(ss-Lso) di? Mss Hso di =(ss-Lso) di?
158,51 145,87 12,64 159,73 151,13 | 188,52 -37,391 139791
132,701 181,15 -48,45| 2347,13 172,201 334,92 -162,72126477,60
140,08 | 240,66 -100,58 1 10116,46 446,56 1299,64 146,92 121585,90
152,71 1236,44 -83,731 7010,61 324,391200,63 123,75115314,31
299,11 |331,76 -32,65] 1065,97 202,741172,20 30,54 932,86
274,891263,30 11,59 134,22 410,751307,01 103,741 10762,03
173,251203,79 -30,54 932,86  327,551280,15 47,391 2246,19
258,56 1238,02 20,54 421,78 182,20(179,04 3,16 9,98
sdi=251,19 [ 24 sdi=255.40 |24
i 22188,76 i 78726,78
d=-31,40 d=31,92




sa= 45,20

tobs = 1,89

ttab=

1,8946

s¢= 100,41

tobs = 0,899

ttab=

1,8946
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Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS é maior que SOH para a
temperatura de 15°C para o 6leo de navio
Ao nivel de significancia de 5% nao ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS ¢ maior que SOH para a
temperatura de 25°C para o 6leo de navio

Cinética 35 °C Navio

Cinética 15 °C Carro

Ha @ pes > o Ha : pss - Pso >0 Ha : pss > pso Ha: pes - Hso >0
Ho: pss < Hso Ho: pss - pso <0 Ho: pss < oo Ho: pss - pso <0
n=8 GL=7 o=5% n=9 GL=8 oa=5%

Lss Mso di =(pss-iso) di? Hss Mso di =(pss-Hso) di®
58,98 | 37,92 21,06 443,69 25,49| 33,28 -7,79 60,63
56,87| 31,60 25,28 638,92 121,25 51,63 69,62 4846,62
58,98 | 37,92 21,06 443,69 138,22 62,94 75,27 5665,93
40,02 62,14 -22,12 489,17 38,29 | -15,94 54,23 2940,84
13,69 8,43 5,27 27,73 178,26 86,67 91,59 8388.,29
92,68 | 79,52 13,17 173,32 175,76 | 83,99 91,77 842228
68,46 112,17 -43,71 1910,37 193,37 93,07 100,30 10060,37
80,04 93,73 -13,69 187,46 201,99 107,35 94,65 8958,00

208,39 | 104,57 103,82 10779,42
>di=6,32 >d*>=4314,35 >di=673,46 >d>=60122,39
d=0,79 d= 74,83
sq¢= 24,81 tobs = 0,09 teav= 1,8946 s¢= 34,87 tobs = 6,44 tear= 1,8595

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS é maior que SOH para a
temperatura de 35°C para o 6leo de navio

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS ¢ maior que SOH para a
temperatura de 15°C para o dleo de carro

Cinética 25 °C Carro

Cinética 35 °C Carro

Ha:l«lss>}lso Ha:Hss'Hso>0 H,: Uss > Hso H,: Hss'P—s0>0
Ho: Hss < Uso Ho: Mss = Kso < 0 Ho: Uss < Uso Ho: Uss = Mso < 0
n=9 GL=8 a=5% n=9 GL=8 a=5%

Hss Hso di HSESLSS di? Mss Hso di HS?)LSS di?
110,03 48,48 61,55 3788,75 84,36 8,81 75,55 5707,88
123,11 61,09 62,02 3846,02 14591 42,27 103,64 10740,96
148,88 84,17 64,70 4186,69 154,99] 80,56 74,44 5541,03
158,52 70,92 87,60 7674,02  137,47| 79,81 57,66 3324,61
151,47 87,97 63,50 4032,19  159,07| 81,39 77,68 6034,59
152,03 98,91 53,12 2821,43 164,64 ]104,94 59,70 3563,95
134,791 120,60 14,18 201,16  110,591106,14 4,45 19,80
122,46 123,20 -0,74 0,55 76,38 122,73 -46,35 2148,32

166,489 | 146,095 20394| 415915236 140,44 | 136,45 3.99 15,89
>di=426,33 | 2d*=26966,72 >di=410,75 | 2d*=37097,02
d=47,37 4= 45,64

s¢e= 29,09 tobs =4,88 | tran= 1,8595 se= 47,89 tobs = 2,86 | tran= 1,8595

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS ¢ maior que SOH para a
temperatura de 25°C para o 6leo de carro

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que o a adsor¢do de SS ¢ maior que SOH para a
temperatura de 35°C para o 6leo de carro

Diferenca significativa entre 15°C e 25°C em o6leo
de Carro para SS

Ha: pssiscc #Ussasec Ha: pssisec -pssasc # 0

Ho: pssisec =pssasec Ho: pssisec -pssasec=0

Diferenca significativa entre 15°C e 25°C em
oleo de Carro para SO

Ha: psoisec #118025°c Ha: psoisec -psoasec # 0
Ho: uso1sc =Uso2sc Ho: psoisec -usozsec = 0
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n=9 GL=8 a=5% n=9 GL=8 a=5%
USS15eC USS25eC di ;(SEZSSZ;DC i di? MsO1sec [ HSO2sec) dl_;(sszsii;uc di?

25,49 110,03 |-84,54 7147,42 33,28 48,48 -15,20 231,12

121,25 123,11 -1,85 3,44 51,63 61,09 -9,45 89,40

138,21 148,88 |-10,66 113,64 62,94 84,17 -21,23 450,64

38,28 158,52 |-120,23 14455,71 -15,94 170,91 -86,86 7544,64

178,26 151,47 126,79 717,72 86,67 87,97 -1,30 1,68

175,76 152,03 23,73 563,17 83,99 98,92 -14,92 222,75

193,3722 1 134,7858 | 58,5864 3432,366265 93,07 120,60 -27,50 758,00

201,9933 | 122,4567 | 79,5366 6326,07074 107,35 123,20 -15,85 251,28

208,3896 | 166,4892 | 41,9004 1755,64352 104,57 |146,09 -41,53 1724,71
¥di=13,26 ¥d>=34515,18 ¥di=-233,88 [ £d>=11274,23
d=1,47 d=-25,99

sa= 65,66 tons =0,067 tab=22,3060 sa= 25,49 tobs = -3,06 | ttar=12,3060

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢ao de dleo de carro com a
variagdo de temperatura de 15 para 25°C para a SS
Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢do de 6leo de carro com a variagdo
de temperatura de 15 para 25°C para a SOH

Diferenca significativa entre 25°C e 35°C em
6leo de Carro para SS

Diferenca significativa entre 25°C e 35°C em
6leo de Carro para SO

Ha: pssasic #USS3sec Ha: pssasec —pussasec# 0 H.: Uso2sec #1S0350C Ha: usozsec —psossec # 0
H0: USS25°Cc =USS35°C H(): USS25°C —LSS35°C = 0 HO: LLS025°c =US035°C H(): WS025°c —US0O35°C = 0
n=9 GL=8 oa=5% n=9 GL=8 a=5%
di =( pssasec — . di =( pusozsec .
USS25°C SS35°C uSS3sﬂc) di HUSO25°C HS035 C) — HSO35°C) di
110,03 84,36 25,68 659,35 48,48 8,81 39,68 1574,15
123,11 145,91 -22,80 520,03 61,09 4227 18,82 354,12
148,88 154,99 -6,12 37,43 84,17 80,56 3,61 13,07
158,52 137,47 [21,04 442,80 70,91 79,81 -8,90 79,19
151,47 159,07 -7,60 57,78 87,9723 181,39 6,58 43,32
152,02 164,63 |[-12,61 158,94 98,91 104,93 -6,02 36,31
134,79 110,59 24,19 585,38 120,60 106,14 14,46 209,12
122,46 76,38 46,07 2122,62 123,20 122,73 0,46 0,21
166,49 140,44 26,05 678,53 146,09 136,45 9,64 92,94
2di=93,90 >d*=5262,88 2di=-78,33 |Xd?>=2402,45
d=10,43 d=38.,70
sq= 23,14 tons =1,35 teab=12,3060 sq= 14,66 tons = 1,78 teab=12,3060

Ao nivel de significancia de 5% nao ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢ao de dleo de carro com a
varia¢ao de temperatura de 25 para 35°C para a SS
Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢do de 6leo de carro com a
varia¢do de temperatura de 25 para 35°C para a SOH

Diferenca significativa entre 15°C e 25°C em
6leo de Navio para SS

Diferenca significativa entre 15°C e 25°C em
6leo de Navio para SO

H,: ussisec #USSasec Ha: pssisec -pssasec # 0 H.: 1S01sec £US0250c Ha: psoisec -psoasec # 0
Ho: pssisec =ussasec Ho: pssisec -pssasec= 0 Ho: psoisec =psoasec Ho: psoisec -psozsec =0
n=8 GL=7 a=5% n=8 GL=7 a=5%
Mssisec | MSS2sec di ;(S;ii;uc i di MsO1sec | MSO2sec) di IL(SSZS;SQC i di2
158,51 |151,13 |7,37 54,35 145,87 | 188,52 -42,65 1819,41
132,70 172,20 [-39,50 1559,86 181,15 |334,92 -153,77 23644,35
140,08 |446,56 |-306,48 93930,73 240,66 |299,64 -58,98 3478,55
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152,71 324,39 |-171,67 29471,14 236,44 200,63 35,81 1282,27

29911 |202,74 |96,37 9286,75 331,76 | 172,20 | 159,56 2545933

27489 |410,75 |-135,86 18458,70 263,30 |307,01 |-43.71 1910,37

173,25 |327,55 |-154,29 23806,58 203,79 |280,15 |-76,36 5830,39

258,56 | 182,20 | 76,36 5830,39 238,02 [179,04 58,98 3478,55
¥di=-627,71 |zd>=182398,49 >di=-121,12 | =d>=66903,22
d=-78,46 d=-15,14

si= 137,92 tobs =-1,61 | twn=+2,3646 si= 96,42 tobs =-0,44 | tar=22,3646

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢ao de 6leo de navio com a
variacdo de temperatura de 15 para 25°C para a SS

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de ha diferenca de adsor¢do de 6leo de navio com a
variagdo de temperatura de 15 para 25°C para a SOH

Diferenca significativa entre 25°C e 35°C em Diferenca significativa entre 25°C e 35°C em
6leo de Navio para SS 6leo de Navio para SO

Ha: psszsc ) o Ha: psozsec ) B

AusSysc Ha: pssasec —pssssec # 0 15035 Ha: psozsec —psossec# 0

Ho: o Ho: o

20 HSSasre Ho: pssasec —pissssec = 0 0 HS025°C Ho: psozsec —18035:¢= 0

=LSS35°C =LS035°C

n=8 GL=7 a=5% n=8 GL=7 a=5%
di =( pss2sec . di =( pusozsec Y
ussase | psSsse | oo di Hsozsc | MSO3sc) | 15035°C) di

151,13 |58,98 192,16 8492,54 188,52 37,92 150,61 22682,65

172,20 | 56,87 115,33 13299,95 334,92 ]31,60 303,32 92003,99

446,56 |58,98 |387,58 150216,40 299,64 |37,92 261,72 68497,46

324,39 140,02 284,36 80862,88 200,63 ]62,14 138,50 19181,09

202,74 13,69 189,05 35739,68 172,20 |8,43 163,77 26821,46

410,75 192,68 |318,07 101166,23 307,01 |79,52 227,49 51752,25

327,55 168,46 259,09 67126,18 280,15 112,17 [167,99 28219,09

182,20 80,04 [102,16 10436,75 179,04 193,73 85,31 7277,66
2di=1747,78 | £d*=467340,61 2di=1498,70 [ Xd*=316435,66
d=218,47 d= 187,34

s¢= 110,52 tobs =5,59 tab==%2,3646 sq= 14,66 tobs =7,42 [ ttav=+2,3646

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de ha diferenga de adsorgao de 6leo de navio com a variagdo
de temperatura de 25 para 35°C para a SS

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de ha diferenga de adsor¢do de 6leo de navio com a variagdo
de temperatura de 25 para 35°C para a SOH

pH
Ha: Hss-_ﬁuso Ha: Hss'usoio
Ho: Hss = Hso Ho: Hss = Hso = 0
n=3 GL=2 a=5%
Hss Hso di :(Hss'lvl«so) di?

5,17 7,07 -1,90 3,61

5,32 7,34 -2,02 4,0804
5,53 7,58 -2,05 42025

2di=-5,97 >d*=11,8929
d=-2,98

tap=

Sd— tobs = '65,14 :|:4,3060
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Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que de que os valores de pH da SS e da SOH séo

diferentes.

Teste Man-Whitney para amostras independentes

Mann-Whitney Test for Two Mann-Whitney Test for Two Mann-Whitney Test for Two
Independent Samples Independent Samples Independent Samples
Variagdo temperatura 6leo de carro| Variacao pH dleo de carro Variagdo pH dleo de navio
SS 15 SS25 ss so ss e}
count 9 9|count 4 4] count 4 4
median 175,7592 148,8762|median 0,125 0,13|median 0,12 0,13
rank sum 95 76|rank sum 18 18]rank sum 16,5 19,5
u 31 50|U 8 8ju 9,5 6,5
one tail two tail one tail two tail one tail two tail
u 31 u 8 u 6,5
mean 40,5 mean 8 mean 8
stddev  11,32475165 ties std dev 3,251373 ties stddev  3,401680257 ties
z-score 0,794719414 yates z-score 0,153781 yates z-score 0,293972368 yates
effectr  0,187317162 effectr 0,05437 effectr  0,103934927
p-norm  0,213388368 0,426776737|p-norm 0,438891 0,877782|p-norm  0,384389509 0,768779018
p-exact  0,218140683 0,436281366|p-exact = 0,442857 0,885714|p-exact  0,342857143 0,685714286
p-simul  N/A N/A p-simul  N/A N/A p-simul N/A N/A

Ao nivel de significancia de 1% ndo ha evidéncias de que de que os valores de temperatura de 15 para 25C da SS
sdo diferentes
Ao nivel de significancia de 1% ndo hé4 evidéncias de que de que os valores adsor¢do de 6leo de carro para a
variagdo de pH da SS e SOH siao diferentes
Ao nivel de significancia de 1% ndo ha evidéncias de que de que os valores adsor¢@o de 6leo de Navio para a
variagdo de pH da SS e SOH sédo diferentes

Mann-Whitney Test for Two Mann-Whitney Test for Two
Independent Samples Independent Samples
PCz Adsorcao Coluna em leito fixo
SS SO SS SO
count 9 9|count 11 11
median 7,02 6,17 median 82,572 55
rank sum 87 84| rank sum 133,5 119,5
u 39 421U 53,5 67,5
one tail two tail one tail two tail
u 39 u 53,5
mean 40,5 mean 60,5
stddev  11,32475165 ties std dev 15,22451 ties
z-score 0,088302157 yates z-score 0,426943 yates
effectr  0,020813018 effectr 0,091025
p-norm  0,464818262 0,929636525|p-norm 0,33471 0,669421
p-exact  0,465713698 0,931427396|p-exact = 0,326092 0,652185
p-simul N/A N/A p-simul N/A N/A

Ao nivel de significancia de 1%, ndo ha evidéncias de que o a adsor¢do em coluna de leito fixo pela SS ¢ maior
que a adsorcdo de 6leo pela SOH
Ao nivel de significancia de 1% ndo ha evidéncias de que de que os valores de pH referentes ao PCZ da SS e da
SOH sdo diferentes.
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Analise estatistica por analise de variancias ANOVA seguido do teste de médias Turkey.

Diferencade  PVGOC
SOMA Meédia |médias -3
EI-13 2,24 2,04 2,04 6,33 2,11 |EI-13 0,4277
MOOB-4 2,67 2,58 2,58 7,83 2,61 | MOOB-4 0,9290
PVG-12 2,38 2,38 2,38 7,13 2,38 | PVG-12 0,6960
EI-7 1,71 2,46 2,46 6,64 2,21 | EI-7 0,5323
PVGOC-3 1,18 1,93 1,93 5,04 1,68 | PVG-2 0,9663
PVG-2 2,67 2,64 2,64 7,94 2,65 | PVG-3 0,6623
PVG-3 2,67 2,18 2,18 7,03 2,34 | PVG-23 1,6317
PVG-23 2,67 3,64 3,64 9,94 3,31 | MOOC-1 1,1730
MOOC-1 2,85 2,85 2,85 8,56 2,85 | PVG-19 0,9143
PVG-19 3,01 2,39 2,39 7,79 2,60 | PVG-27 0,9183
PVG-27 2,55 2,62 2,62 7,80 2,60 | EI-12 0,5450
EI-12 2,23 2,23 2,23 6,68 2,23 | MOOB-1 0,1950
MOOB-1 2,41 1,61 1,61 5,63 1,88
ANOVA TURKEY
SOMA DE QUADRODO
GL QUADRADO MEDIO F P QTAB 3,51

TRATAMENT 6,2265 4,95E-
0] 12 6,488796 0,540733 5 05| QMRES 0,0868

REPETICOE
RESIDUO 26 2,257921 0,086843 S 3
TOTAL 38 8,746717

DMS 0,5972

APENDICE D — Anilise de dados estatisticos do capitulo 3

Testes estatisticos de Normalidade Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo Teste de

Levene
Bioestimulo Livre X Imobilizada Toxicidade Artemia
Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test
sem com
bioestim bioestim livre imobilizada biorreator coluna
W-stat 0,945741 0,778062| W-stat 0,887626212 0,871485909| W-stat 0,9810812 0,928746
p-value  0,551001 0,063136|p-value  0,345307681 0,272492725|p-value  0,9403202 0,587847
alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05]alpha 0,05 0,05
normal yes yes normal yes yes normal yes yes
Outliers None None Outliers None None Outliers None None
Levene's Tests Levene's Tests Levene's Tests

type p-value type p-value type p-value
means 0,712164 means 0,407527827 means 0,7569788
medians = 0,984312 medians  0,468336045 medians 0,8001139
trimmed 0,712164 trimmed 0,407527827 trimmed 0,7569788
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Consdrcio X individual Imobilizada SS X SO Taxicidade Alface
Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test Shapiro-Wilk Test
consorcio inividual ss SO biorreator coluna
W-stat 0,953519 0,823548| W-stat 0,87178089 0,910558547|W-stat 0,8763963 0,94102
p-value 0,73815 0,151594]p-value  0,273709988 0,470954214|p-value  0,2529132 0,667426
alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05|alpha 0,05 0,05
normal yes yes normal yes yes normal yes yes
Outliers None None Outliers None None Outliers None None
Levene's Tests Levene's Tests Levene's Tests

type p-value type p-value type p-value
means 0,894223 means 0,700724689 means 0,1044571
medians 0,953302 medians 0,800591707 medians 0,3718426
trimmed 0,894223 trimmed 0,700724689 trimmed 0,1044571

Teste t-student pareado para comparacio de médias de populacoes dependentes

Biodegradacao em dgua doce x salgada

Biodegradacio células livres x imobilizadas

H. lgad .
?gudoce psalgada H.: Hsalgada - udoce £0 H.: Himobili < Hlivre H.: Himobili - phvre <0
Ho: lgad
=p0tdoce MBI Hy: psalgada - pdoce =0 Ho: Mimobili > Hivre Ho:  Mimobili = Miivre = 0
n=5 GL=4 a=5% n=4 GL=3 a=5%
Hsalgada Hdoce di :(P—sal'udo) di Himobili ivre di :(Himob'ulivre) di
66,80 73,32 -6,52 42,56 1579,46 |1357,72 |1221,75 49171,74
67,88 65,92 1,96 3,83 1657,12 |1734,36 |-77,24 5966,23
69,00 65,77 3,23 10,45 1458,92 |1741,84 |-282,92 80042,60
68,07 65,88 2,19 4,81 1424,05 |1736,40 |-312,36 97566,42
68,26 69,23 -0,97 0,93
. Xd2= . -

Xdi= -0,11 62.58 xdi =-450,77 2d>=232746,99

d=-0,0269 d= 150,26
sa= 3,955 tobs =-0,015 | tean=+£3,182 sq= 246,27 tobs = -1,2202 tean = +3,182

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo para agua

salgada e agua doce sdo diferentes.

Ao nivel de significancia de 5% néo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo de células

livres e imobilizadas sdo diferentes

Biodegradacio imobilizadas ss x so

Biodegradacio individuais x consorcio

Ha : uss #uso Ha: pss—pso#0 Ha © Mindivi < Heonso Ha : Windivi = Peonso < 0
Ho: pss =pso Ho: pss - pso=0 Ho: Windivi = Heonso Ho:  Windivi - Heonso = 0
n=5 GL=4 o=5% n=4 GL=3 oa=5%
. . di =( Mindivi - .
Hss Hso di :(]J.ss'lvlso) di? Hindivi Heonso ! IJ-( “ ()1 di?
1557,21 [ 1601,72 |-44,51 1981,52 1565,82 | 1642,58|-76,76 5891,63
1548,23 (1766,01 |-217,78 47427,38 1615,01 | 1631,65]-16,64 276,88
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1456,45 11461,40 [-4,95 24,46 1464,00 | 1465,17|-1,17 1,38
1298,79 ]1549,30 [-250,51 62757,20 1494,13 1 1594,61]-100,48 10095,39
1464,00 | 1494,13 [-30,14 908,12
2di =-547,89 [ Zd* = Xdi = -195,05 _
11309869 2d*=16265,27
d= 182,63 d= 65,01
sa= 112,62 tobs =-3,243 [tab==3,182  sq4=47,45 tobs = -2,7403 | tean= 3,182

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que de que os valores de biodegradacdo para o a utilizagao das
biomassas SS ¢ maior que a da SOH
Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradacéo do consorcio ¢ maior
que os resultados individuais

Doce x salobra

Com bioestimulo x sem bioestimulo

Ha : pp<ps Ha: pp —pus<0 Ha : uc# ps Ha:pe—ps#0
Ho: up> ps Ho: pp —ps >0 Ho: pc = ps Ho: pc—ps =0
n=4 GL=3 a=5% n=3 GL=2 a=5%
LD us di =(up-ps) di s Wso di =(Hss-Lhso) di?
66,80 73,32 -6,52 42,56 978,064 |843,335 |134,73 18151,90344
67,88 65,92 1,96 3,83  1101,65 |1275,886 |-174,236 30358,1837
69,00 65,77 3,23 10,45 1400,485 | 1259,678 | 140,807 19826,61125
68,07 65,88 2,19 4,81
>di=-0,11 >d?*=62,583 >di=101,30 [ Xd*=68336,6
d=-0,026 d=50,65
s=3,95 tobs =-0,015 Z;jsz . se= 180, tobs = 0,4869 z;"jsz )

Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo para agua salgada e
agua doce sdo diferentes
Ao nivel de significancia de 5% ndo ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo com com adigdo de
nutrientes e sem adi¢do de nutrientes sdo diferentes

Fitoxicidade alface

Letalidade A. salina

Ha : pc> ps Ha:pc—ps>0 Ha : pc> ps Ha: pc—ps>0
Ho: pes ps Ho: pc—pe <0 Ho: pes< ps Ho: pc—pe <0
n=6 GL=5 a=5% n=5 GL=4 a=5%
di z(},lc- .2 . I
He B 1s) di He HB di =(pc-ps) di
13,33 16,67 -3,33 11,11 90 80 10 100
23,33 13,33 10,00 100,00 70 40 30 900
30,00 30,00 0,00 0,00 60 30 30 900
60,00 36,67 23,33 544,44 40 20 20 400
26,67 40,00 -13,33 177,78 10 6 4 16
56,67 26,67 30 900
2—
2di=46,67 ?d 1733, 2di=94,00 >d>=2316
d=9,333 d=235
S4= 16,55 tobs =1,380 teab= :|:2,57 tobs =4,486 sa= 11,71 teab==%2,57

Ao nivel de significancia de 5% nao ha evidéncias de que de que os valores médios das taxas de germinacao de L.
sativa para o residuo do biorreator sdo maiores que os valores médios da taxa de germinacao das sementes para o
residuo do efluente ap6s tratamento em coluna.
Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de que a taxa de letalidade da A. Salina ¢ maior para o residuo da
coluna do que a taxa média de letalidade da A. Salina para o residuo da coluna.
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Curva de crescimento com adicao de nutrientes x
sem adicao de nutrientes

Ha: Peom - Hsem >0
Ho: Hcom - Hsem <0

n=11 GL~=10 a=5%
di :( Heom= .
com Msem di?
H l-lsem)

5,27E+09 | 5,20E+09 | 6,67E+07 4,44E+15

3,07E+11 |3,30E+11 |-233E+10 | 5,44E+20

1,87E+11 (2,13E+11 [-2,67E+10 7,11E+20

227E+11 |3,87E+11 |-1,60E+11 | 2,56E+22

3,53E+11 |2,87E+11 | 6,67E+10 4 44E+21

1,30E+11 | 1,30E+11 | 0,00E+00 0,00E+00

5,67E+11 | 5,08E+11 | 5,83E+10 3,40E+21

4,18E+13 |7,67E+09 |4,18E+13 1,75E+27

1,47E+13 | 1,70E+09 |1,47E+13 2,15E+26

7,00E+12 | 6,00E+08 | 7,00E+12 4,90E+25
di =
6.36E+13 >d*>=2,01E+

27
d=5,78E+12
_ _ ttab =
sa=5,02E+10 tobs = 4200,50 +1,8125

Ao nivel de significancia de 5% ha evidéncias de o crescimento de colonias bacterianas com adi¢@o de nutrientes
¢ maior que sem a adi¢ao de nutrientes.

Teste Man-Whitney para amostras independentes

Mann-Whitney Test for Two Mann-Whitney Test for Two Mann-Whitney Test for Two
Independent Samples Independent Samples Independent Samples
Teste de reinoculagao Biodegradag¢do agua ultrapura x Toxicidade Feijao

primeira segunda Doce Salgada coluna biorreato
count 4 4]count 4 4]count 6 6
median = 1814,911 1735,384|median | 1519,194565 1735,383667|median 100 36,665
rank sum 26 10[rank sum 14 22|rank sum 57 21
u 0 16{U 12 44U 0 36
one tail two tail one tail two tail one tail  two tail
u 0 U 4 u 0
mean 8 mean 8 mean 18
std dev 3,464102 ties stddev  3,464101615 ties stddev  5,8387421 ties
z-score 2,165064 yates z-score 1,010362971 yates z-score 2,9972209 yates
effectr 0,765466 effectr  0,357217254 effectr  0,8652232
p-norm  0,015191 0,030383|p-norm  0,156160711 0,312321422|p-norm  0,0013623 0,002725
p-exact = 0,014286 0,028571|p-exact  0,171428571 0,342857143|p-exact  0,0010823 0,002165
p-simul  N/A N/A p-simul  N/A N/A p-simul N/A N/A

Ao nivel de significancia de 1% ha evidéncias de que de que os percentuais de germinagao da Phaseolus vulgaris
para residuo do efluente apos tratamento em coluna sdo maiores do que os percentuais de germinac¢do para o
residuo do biorreator.

Ao nivel de significancia de 1% nao ha evidéncias de que de que os valores de biodegradagdo da primeira geragao
e da segunda geragdo de microrganismos sao diferentes

Ao nivel de significancia de 1% ndo hé evidéncias de que de que os valores de biodegradag@o do consércio € maior
que os resultados individuais
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APENDICE E- Imagens macroscopicas e microscopicas das bactérias isoladas

Culturas crescidas em agar nutriente e identificacdo morfoldgica po colocacao de Gram
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APENDICE F-Arvores filogenéticas das bactérias identificadas

0%

e

=

109%

100%

9%

i
ir':

NR 115030 1 Bacibus halotolerans strain CECT G887 1685 rbosomal RNA parial sequence:

NR 115025 1 Bacihus halotolerans sirain LWG 22476 185 nbosomal RMNA partial sequence

MR 1150831 1 Bacilus halotokerans straim LG 22477 185 nbasormsal ARA partial sequence

MR 116047 1 Bacilus subtiis sirain BCRC 10255 185 ribesamal RNA partial sequence

MR 11EIEZ 1 Bacilus armyiobquefaciens strmn BORC 11601 195 nbasomal RNA parial sequence
MR 042339 1 Bacilus aeophikis stran 28K 165 rbosomal RNA pantial sequence

MR 042335 | Bacibus siratosphencus strain 41 KF2a 165 ribosomal RNA paral sequence

MR 042337 1 Bacibus altfudines $1KF20 185 ribosomal RMA partial sequence:

HR 024856 1 Bacibus valismorts sirmn D26 11031 185 nbosomal RMA partial sequence

MR 117274 1 Bacilus siamensis KCTC 13613 strain PO-A10 165 nbasomal REA partial sequence
MR 14TTEG 1 Bacilus gobienses strain FJAT 4402 165 rbosomal RANA parial sequence

MR 137421 1 Bacihos parsichendormis stean K218 185 rbosomal RMA partial sequence

HR 32421 Bacilus purmius strain ATCC 7081 165 ribosormat RNA partial sequence

MR 1T 1 Bacihis salenses FOWIED 1685 rbosainal RNA pamal sequence

m il strain 24K 165 niboas ormal RMNA partial sequence

NR 104873 1 Bacihus sulitits subsp. insduosonam stran BASC 3428 165 rbasomal RNA parteal sequence
R 115063 1 Bacilus kaictokerans sirsn D5 BBO2 165 ribesomal RS panial sequence

MR 118383 1 Bacihuss subbis stran SBMP4 165 ribosomal RNA paftial sequence

MR 156073 1 Bacilus cappaniiis <iram EGI BS00252 165 ribosormal RMA parial sequence

MR OFS005 2 Bacihus velezensis stram FEBAZ 165 nbosomal RNA Compsste segquence

NR 102783.2 Bacibus sublits subsp. subliks stran 168 165 nbosomal ANA complete sequence
NR 112116 2 Bacibus subtits stram WA 12118 165 nbosomal RNA complete sequance

MR 193441 1 Bacilus strabasphenicus straim 41 KF2a 165 ribosomal RNA parmal sequence

MR 42338 1 Bacilus senus strain 24K 165 nbosomal RNA partial sequence

MR 0244653 1 Bacibus mjavensis siran FO15718 165 nbosomat RNA partial sequence

MR 0ZTH52 1 Bacibus subbifs stran DS5M 10 165 nbosamal RNA partial sequence

MR 115325 1 Bacibus nemalocda stran B-16 165 nbosomal ANA partial sequance

MR 118065 1 Bacibus bcherdommis stram DS54 13 185 nbosomal RMNA partial sequence

NR 074823 1 Bacibus kcherdommes stiram ATCC 14580 185 nbosomal ANA parhial sequence

MR 157609 1 Bacihus taynesi stran NRRL B-41327 165 rbosomal RNA partial sequence

MR 161887 1 Bacibus rakamurai strain NRRL B-410891 165 rbosomal RNA partial sequence

MR 167608 1 Bacilus swezey stran NRREL B41294 165 rbosomal RiA parml sequence

MR 148244 1 Bacilus semenenss stram MCCE 140008 185 rbosomal RNA partad sequence
MR 148787 1 Bacilus austrafrmans stram MCCC 1A05TET 165 rbosomal RMA pamal sequence
MR 148785 1 Bacilus zhangrhouensis strain BMCCC 18068372 185 nbosomal RMNA parial sequence
MR 113568 1 Bacilus ke herdormis strain NBRC 12200 185 nbosomal REA partial sequence

MR 113883 1 Bacibus sonorensis siran HBRC 10M234 185 nbosormal ANA partial sequence

MR 112837 .1 Bacilus pumilus sirsn NBRC 12082 165 rbosomal RNA partal sequence

MR 113845 1 Bacilus saferss strain NBRIC 100820 185 ribosonsal RMA partial sequence

MR 165665 1 Bacihos piscis sirsin 18MFT21 185 nbosamsl RMNA partial sequence

MR 116023.1 Bacihus kherdoimis stram BCRC 11702 183 ribesomal KA panial Sequence

MR 112723 1 Bacihus aropliaeus stran MERC 15539 165 ribosomsl RNA partial seqience

MR 024669 1 Baciius arophésus sirain JCM BOTD 165 nbosomal FRMA parlial Sequence

MR 1128851 Bacilus armylolquelaciens strain NBRGC 15535 165 ribosamal RNA pamsal sequence
MR 041455 1 Bacikis armwhlobguefaciens stran MBRC 15535 1685 rbosomal RNA pamal sequence
NF 113084 1 Bacibss valisrmonts strain NBRGC 101238 165 ribesomal RHNA panial sequence

MR 192725 1 Bacibus MhyawETSis stran NBRC 15718 165 nbosamal RMA partial sequent e

MR 112686 1 Bacibus sublits subsp spizeer stran NBRC 101238 165 nbosomal RMNA parial sequence
MR 1132851 Bacibus subiits strain JOM 1455 165 nbosomal RINA parlial sequence

NR 112625 1 Bacibus subtits stram NBRC 13718 185 nbosomal RMA parial sequence

Figura 1: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-3 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o método
Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢gdes. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 1IN 10181054 Bacilos cereis stran JCM 3162 185 nbesomal RMA partial sequence

MR 1 E45EY 1451064 Bacikus coveus ATGE 14573 165 riposamad RMA partal sequence

M 074540 1421081 Hacikes comees ATEE 1451 165 nbnsomal RRA (] partial sequencs

B 1 EG30 1151057 Baciks cenmues sirain MBRC 15305 165 nbosomai ANA parlial sequence

MR 115714 1:36-1074 Bacikis comes stran COM 2000 965 ribosomal RNA parial sequence

MR 1155261161054 BacHus cenews siran LM 12605 163 nbosomal RNA parial sequence

MR A5TTZ 1.36-1074 Bacilus sfbus siran MCOCC 1ARZ46 163 ribosonal RNA partial coqueencs

MR TETT 300136 1074 Bacilkes hti stran MCCC 1ADDIED 165 nbogomal RMA paral cequence

MR 1ETTIE.36- 1074 Bacilus rdratreducens siran MCOC 1ADMTI2 163 nb RN parlis sequence
MR IETTE 1361074 Bacike: paarmycdides stian MCCC 1ADMD0E 165 nbosomal RMA partis sequence
MR 167730 1.36. 1074 Bacilus wopous stran MGCG 1A 408 165 nbosomal REA partial sequence

MR 152682 1:36-1074 Bacfius weedmanmi strain FEL WE-0165 165 ribosomal RES parial s=quence
MR 17044 1671106 Bacikus fungonem siram 17-SWS-01 165 nbosomal RAA parisl sequence:

MR TETTRE 1:38- 1074 Baciks protechicus siran MCCC 1400366 1465 nbosomal RWA periial sequence
MR D3EEED 11221060 Hacikus mycoes siran 73 165 nobosomal RMA pamal sequence

MER 181181054 Baciks mycoxdes stran MBRC 101238 165 nbosomal RNA parial sequence

KR 112060 1-96-1054 Bacikus mycoses stram NBRC 101228 165 nhosomal RHA partal saquence

MR 24657 1.30-11060 Baciks mycaes siran D5M 11821 165 nhosoma ENA panal saguence

MR 157733 1:36-1074 Bac ik pachious stran MZCOC 1408182 165 nib a3 FHA parital 5aq €
MR 157726 1:36-1074 Bacikes paranibraces sirain MOCC TADCESRS 165 ribcrsomal RiA parial sequenis
MR 112780, 7-16-1054 Bacilus Pwnngersis sirsn NBRT 109275 165 riboeomal RNA partial sequence
MELC1ETTH 1361074 Bacikes mobiis stiran WCCC- TADSU42 165 ribosormal AL perisl sequence

MR (2400 9: 961054 Bacilus Bwringers siran W 12077 185 rbosomal RNA parid sequence

MR P2TTEL 1301071 Baciks toyorerems siran BCT-T112 185 nbosomal RAA partial sequence

MR 114581 1261064 Bacilus Swrngensis stram ATCC 10782 165 ribosomal RNA partial sequerce
MR 113850 1981054 Bacikes psevdomycodes shran KBRS 141232 185 nb EHA portish =
MR 114420 1:37-1076 Bacilus pseudomyroides 165 ribosomal RRG partial sequence

BIA 074844 4-38-1074 Bacihus cpioteoncus stram MyH 38188 185 nbosomal RMA parial sequence

MR O 842 1380 107TH Hacikus acdicols strain 1052 165 nbosomal R partial semuerce

B 1 ES64G3 111030 Baciks mycoces strpin ATCC 5852 145 nbosomal FMA partal spqueance

MR TEB4ET 1:5- 1035 Bacikis marsiad sirsn TF-11 185 rbasomal RAA paral sequence

M 117484 1.3-852 Bad ks marcaeshineium sirain LG 185 rbosomal RNA panial sequande

N ) 2o U1 B Brs manbponensis siran BLA-G 185 rbosomal RNA panial sequence

MR 41248 1.1- 1004 Bacihes anfhac s sran ATCC 14578 165 rbosomal RNA panial sequence

PR VA8 1 11022 Bac s Brgmayorgenss siren FJAT-13821 165 nhosomal RHA parlisl sequence

MR 1H6844.1:9-875 Bacilus gasmokenss sirain BL3-E 165 nbosomal RMA parial sequence

MR 133704 2421000 Bacihrs rsheni stran Y M1E235 165 nhosomal RNA complete sequsres

MR 028144 1:18-1053 Bacikrs halmapalus strain DSM 8723 145 ribosomal RNA partad sequence

MR 043005 1-12-854 Bac s Borale stram SW.211 185 il AMA parsal s=g "

MR 228 1151053 Baciks hevbersienenss stran 0-15 155 nbosornal RNA partial sequence

MR 03T T4 1341050 Bachus acticeier strain CEO 1 1% 185 nbosomal RNA parial sequence

M 25610 106 103 Bacius ucfemmesis sian LWGE 18473 165 rbosomal ANA pamal sequence

MR 168143 1361072 Baciius soisivas strain MEAL-chshS 165 nbosomal ANA panal sequence

MR 025240 1:96-1054 Bac Bus marsMaa siran TF-11. 165 b wl AMA partal 580

MR 148273 1:16-1054 Bacikus hageouansis sirain C-80 1635 nbosomal RANA panl sequence

R 025371 1.96-1054 Bacikis shadckletond siran LWG 18435 163 ribacamal RNA partial sodpenis

MR 1EEEE6 1.15-00D Do ks gl ienss sirain BFLP-1 165 rbosoms RMA, paitsl Sequence

R RS 1.36-1072 Bacilus nevarmurs siran NRRL B-41001 185 nhosormed RNA partial sequence

pen | [ NR D24688 1.16:1062 Bacilus stophasirs stran JCM 5070 165 rbosomal RHA parial sequence
(L2 MR 112723 19601052 Bacilus atrophaeus siran RERC 15528 185 nt Fh, parhst =

Figura 2: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-4 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o método
Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 173200 1°30- 747 Barilus cersus gtrmn JCM 2162 185 nbosomal HMA partial seqencs

HR 114582 1 40-T57 Bacilbus corpus ATLC 19579 165 o wal HIA pamal 567 1

HR OT4540 165-774 Bacilus cerpos AT 14575 165 ribosomal RMA (mmA] partial sequence

HR 112630 1.37-746 Sacifus cereus siian NBREC 153505 165 nbosomal RNA partial sequence

HR 115714 1.58-T67 Baciliua céreus slren COM 2011 183 nbasamal RNA paial sequence

NR 1STT29.1.58-T67 Bacius albus stran MCCC 1402146 165 rbesomal RNA panial ssquence

HR STF30.1-50:767 Backus b siran MCCC 1ANIESS 155 nbasomal RHA parted sequence
HR15TTEZ 1°58-T67 Saclus narstreducens strain MCCG 1ARDT 32 185 nbosomal RNA partial sequence
KR VST 1581 T Bacilus paramycnides sinn MCCE 1804000 165 nbosomal RHEA portial sequence
WA STEE 1 508-T67 Bacilus mopcus sirain BGGG 1A01406 165 nbosomal KA partial saqence

HR 115526 1 38-747 Bacillus cereus sirsn M 12605 163 nbceomal RNA pamal sequence

HR 157735 1.58-T67 Baclus proteolylicus siran MO 1A 165 ribosomal RHA paiial sequencs
WR 152582 1 50.TET Baclus wiedmanni stran FSL WE.0HED 163 ribosarmal REA partal sequence
NR 170454 1 59788 Bacihus fungorum sirain 17-3M5.01 165 ribosomal RNA partial sequence

WA 1ETTE3 1-58-TET Baclus pacticus strain BCCC 1ADG1E2 165 nbosomal RNA partinl sequence
MR ST 1 508.067 Bacikhes paranthracs stran MOCE 1AMGSS 155 rioosomal At paral sequence
WA 11780 1:38-T47 Baclus Iharmgiensis strmn NBRG 100335 1605 ribosomal AMA parsal sequence
NR ST 1.58-T67 Sacilus maohis san MCCC 1405942 185 nhosomal RNA panial sequence

WL Q43407 1 38-T4T Bacilus: Ihurngiansis sinain WK 12077 185 nbosomal RNA parlish seguence

NR 121751 1 55-T64 Bacilus loyonensis sram BCT-7112 155 fibosomal RAA pariil sequence

HR 114581 140757 Bacilus thurngienses strin ATCC 10782 165 ribosmemal RMA paitsal sequence
MR: Ciesesd) 1 34.743 Bacihes mycondes stram 273 165 rbosomal RBG parial sequence

MR 1139 1 30- 747 Bacibus mycodes stran BERC 101238 165 nbosomai R4 parisl seguence:

MR 173850 138747 Bacilus mycomdes stran MERC 101228 165 nbosomat RA pariial sequerce

NR DZ4ET 1 52-761 Sacilus mycoides stran DSW 11321 185 nbosomal HNA parial sequance

NR 115983 1 14-723 Bacilus mycoides Sirain ATCC B462 165 riboanmal FNA parlial sequence

MR 143248 1.6-T 15 Basihes bingrayongensis irsn FIAT-13831 165 nbosomal RNA parisl sequence
NR 113281 1.30.747 Bacilus peeudomycodes stran NERC 101232 185 nbosomal RNA parlisl sequencs
KR 114422 1-59-768 Bacilus pseudomycodes 165 ribosomal REA partial sequence

MR 074914 1-50-787 Bacihes cyiminacus stran BVH 301-88 185 nhosomal RHA partal sequence

KR 115834 1 1-80 Bacilus coahulensis md-4 168 nbosomal REA pamal sequence

HR 125630 14103 Bacilus mankponensis srain BL4-8 165 nbosnmal RHA partial soquence

WR Q253731 55-T45 Baclys shackieioni stran LG 16435 165 rbosomal RNA partial sequence

HR 117414 1°3-645 Bt ihes msicorastingtum siram L0 185 aboaomal RHNA parlial sequence

MR 1165544.1 1668 Bacilug gaemokenss siran BLI-6 165 nbosomal RNA panial sequencs

HR 1158301 2679 Bacihus coshulerms mdd 183 ribosomal ANA partsal sequence:

MR 133704 2 P8-T11 Bacilus tanshens strasm Y W13235 185 nbosomal RNA complete sequence

HR: 158143 168785 Bacilus schsbae stran REALL-chsbS 165 nhosomal RHA porial semence

MH 1CEEisd 124138 Bacibus hteos sram YW 83174 145 ribosomat RHA partal sequence

MR D41248 1 3-697 Bacils anlhracis sirain ATCC 14576 165 rbosoimal RA panial seguendce
HR 041942 1 T8-770 Bacilus acidicola straan 105-2 165 bosomal RNA panial cequence

NR 026744 151744 Bacilus hshriapalus stran DSM 8723 185 rbosomal RNA parlisl sequence
MR 043015 1 52744 Bacilus Horals stran SW.211 165 & wl FRA partsl ]

HR 043334 188740 Bacthus niabensis siram 4T 19 165 ribosomal RMA parsal sequence

MR 043298 1337235 Bacilus idnenses sirain SWC 4362-2 185 ribosomal EHNA partial sequence
MR 025511 1 52744 Bacdus lucferenss stiain LWG 1H4# 165 rbosomal R partial spquence
MR 151E8T 1 T2-T6S Bacilus rakamiral siain NRASIL B41081 165 bosomal RS parlial seouenc e
HR 145273 1. 52-745 Bacillus hailouensis stran C-89 165 rbosomal FRNA panial sequence

MR 118437 133720 Bacilus manallad strgin TF-11 165 o o R partsl geqg &

MR 025240 1.52.745 Bacibus mansilen strsin TF-11 165 ribosomasl FNA partsl sequence

Figura 3: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-5 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o método
Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O numero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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W T4E40 1 FP-78 Bacibis contis ATCC 14570 185 rbosomal RMA rmd) panal sequencs

M 113266, 1 50- T34 Bacius cereus Sirain JOW 2152 165 nbosomal RNA paral sequence

W 112630 149753 Baddus cereus alram NBRIC 15305 168 ribosamal RHA pafial sequence

MR TEET 14 1.70-T74 Baclizs cerews sirain CCM 2010 165 nbosomal RNA partial sequence

KR 167726 170774 Bacdius albus siran MCCE 1402148 185 nbosomal ANA parial sequence

NE 15TT30.1 F0-1T4 Bacius hili s MGCC 1ANIEE 165 ndasomal FNA partial secuanca

R 157732 1 70-T74 el miragreducens stran MCCT 1AJDT 32 1635 nbosomal RMA pamal sequence
W 1ETTI4. 1 70- 774 Bascilis paramycoides strain MCCC AADIRD 185 rbosornal REA pantial sequence
MR 1ETTHE 1. T0-774 Bacilus tropicus stran MOCC 1AR406 165 nt | RHA partial seg e
AL 1 RAA 150764 Bacilies cormus siram B 129605 1465 nbosomal R partal sequence:

N 114562 1 60-TE4 Bacdius cormus ATGO 14571 165 rbosomal RMA partial sequence

WA 15TTI5 1T0-T74 Batifias prolealyicus stram MCCO 1A00385 163 nbasamnal RMA paital seguence
MR 1 B2BSE 1. 70774 Batilies wiedrmanni sirain F31 WE-0160 163 ribosomal RAA, partial sequence
MR TTIMEL 1: 101805 Baclis fongoturn stran 17-SMS-01 165 | RNA partial s=quence

R (36680 1-40-T50 Bacius mycories stran 273 105 rbosomal ANA paral sequence

HE 113596 1:50-T34 Bacthus iy odies: strain NBRT 109238 185 nbosomal RNA pamal sequence

IR 112890 1:50-T54 Baclis myoodes sirain NBRGC 101228 165 nbosomal RNA partial sequence

NiR 024887 1 64, 768 Bacilios mycoudes strain DSM 11621 165 ribosorms RIA parial sequence

R 115863 1236 T30 Bacilues mycoifes straen ATCC 8482 165 nbosomal RNA partial sequence

R 14A248 1 18-122 Bacilus bingmayongenss stram FAT-13031 165 nbosomal RMNA panal sequence
T 1790 150- T4 Baciues pessadonyrokdes slian NBRC 101232 163 ribcsomal RIA pantial sepeence
WA 1144221 71-775 Bacilus pesudamycokles 165 nbosormal RMNA pansal sequence

MR 128530 1:6-710 Bacillus mankpersnsis siran BLA.G 165 ribosomal RFA partisl sequence

MR (74814 1:70-7T4 Baolzs cylotoocus sram HyYH 38198 165 nbosomal RHA partial sequence:

MEL 115633 1 2-B80 Hacilis coatusiensis md-4 165 nbosomal ANA parsal sequence

acils gasnokenss stran BLIE 185 nbosornal RNA partal sequence
PRHETME?B-??BMMMWHFHMWSMMRMMME
KR DRE2E 1 44746 Bacdies huteolus stram ¥iM 82174 182 risosomal RHA parfial sequence
115834 1:1-663 Bacilis coallansis md-4 165 pbosomal RNA paral sequence
HR 117414 1.3-652 Bacilus marcorestinciurm siran LG 165 nbosomal RNA parial sedquenca
MR T1BET 1733733 Batilies rmansfiav stran TF.11 163 risosomal RBA partial sequents
HR 26240 1°52. 752 Bacilius rmansfian stram TF-11 165 rbosamal RMA parial sequerces
MR TR TR A2 76X Bariurs halkouensis strain C-088 185 rivozarmal RMA partinl seguence
MR 1 HEESE 1°51-T51 Bacius galbcionses srain BFLP-1 165 ribasomal FNA parial sequence
W M25531.1 52.- 752 Baciliss lucferensis girsm LMG 18422 165 rbosamal RMNA pamial sequenca
R [M1268 1-55- 732 Bacilss idiensis siran MG £352:2 165 ribosomal RHNA partial sequence
R D305 1 52761 Bacdies iforaks strain 50211 185 rbosomal RMA partial sequencs
MR (43334 1 48-747 Banlus niabensis stirn 4718 105 rbosomal Rt partial sequerce
ML D2E1441:51-T51 Bacdus halmapakus strain DEM 723 165 nib al FINA partial sedg ]
WA 2286 1 51-T51 Bacilus Perbarstorerses ciram D-15 165 nibosomal RRMA panial sequenie
HE B2 1 TE-TTT Bacilius acidicols siram 105-2 185 nb | BMNA paitial ==q ]
MR 025372 1-51- 762 Baniies shackistion stran LMG 19436 162 rbosomal REA parisl sequence
MR (44 F48 13- T4 Bacilis anibraces stram ATCC 14578 165 nbosomal RMNA parmal sequence
MR 15773 T3-T74 Bacilis pachous sinen MOCC 1406152 165 nbasomal ANA pamal sequance
R ASTTE8 - T3-TT4 Bacilies paaniivacts sian MCOC 1AN0NES 165 rbosoma RNA partial sequence
m—l‘i MR 17T 1. TA-T74 Baciliss mobis stren MCCC 1A5E42 185 nbosamal RNA paral ssquence

FEL 113780 153754 Bacis thuringeresis strain MBRG 101235 163 rbasomal RMA partial sequence
N 0434003 1 53-T54 Bacillus hunngeensis sian A 1077 185 RHA partial sequence
100% I_E W 1ZATEA 1 M0-T7Y Baciles toyrmnenss siram BOT-T112 165 ribpsomal FENA parial sequence
% KR 114581 163764 Batillss huoringersig sirain ATCC 10782 1635 risosomal WA partisf seoquencs

Figura 4: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-6 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o método
Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O numero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.



1o MR 113480 284 T4 Bacilos ceneis strmin JOW 2182 165 ribosomal A partal sequence:
orihed P 114567 1. T4-714 Bacilus ceneus ATGE 14578 165 nhosormal RHA partial sequencs
m““' MR 041245 11 4-554 Bacllus anthracs stran ATCE 14578 165 nbosomal RAA parial seguence

R 0745408 59-T31 Bacius cercus ATCC 14578 165 nbosomal RNA (nmad) parlis sequence
IR 112830 1 63703 Bacis cereus stywn NBRC 15306 163 ribosornal RENA patial sequence
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MR F1ET10. ¥ 64724 Bacikes oereus strain CCM 2010 165 ribosarmal REA parisl seqoeice

R 167728 184724 Bacilus abus siran WCCC LAX2 148 165 nbosomal RHA parlisd sequence

MR AETTA0 184724 Baciius i siran MCCC 1800358 185 nhomomal RNA partal ssquence

MR T 1°84-724 Bacilus nirsireducens siran MOCCC 1ADDTEE 1465 nbosomal RMA panal sequence
MR ARTTI4 1 B-T04 Baciks paramyccides strain MOCE 1AMOGE 165 ninosamal ARG partal sequance
W 157736 1 84-T24 Baclus ropicus siraen MEGE 1ADA406 165 ribosomal RN pamal sequento

PR 115526 1.64-T04 Bacilus ceneus shrain K 12605 165 ribosamal RMA partal cequence

i 152682 1.64-724 Bacilua wiedmanni siain FSLWH-0160 165 ribosamal RHA parlisl sequence

PR 1700 1 115756 Bacilus fungonem siran 17.5K5.01 165 ribosomal RMA paitial sequence

B 1GTTA6 184724 Bacilus protechticus stram MCOCC TADIRES 165 ribosomal R parial sequence
MR 036880 160 T{H) Bacilus mycodes strain 273 165 nbosomal RHA portial seguence

MR 113006 1 4- 104 Baciks mycodes strain NERGC 100732 185 rbosoemal RNA patial ssquence

IR A5G0, & B4- 704 Bacilus mycoces srain NERC 104738 165 rbosomal R partial sequence

MR N24687 1 7E-T1H Bacilis mycokes srain 5N 11821 165 rboaamal RIA pamal sequendce

MR 1T15HE)L Y 40-580 Bacilus me:oickes shrain ATCO 6462 165 ribcacimil RIGA panal saquente

HF 113884 1 64-704 Bacikiz pseudoncokdes sirain NBRC 101232 185 ribosomal RNA panial sequence
MR HR240 1324872 Bacius brgmayongenss strain FUAT 13831 163 ribosomal REA parsl sequence
MR 114422 185725

Jacihus pseudonmcoides 185 nhosomal RHA parlial sequercs

Haciius pacificus stran MCGC 1A182 1865 ribosomal RNA parial sequence:

L mm {67720 1 BE-T24 Haciks paranthracis st MCCE LADOAAS 165 nhasomal RNA partial seqguence
() MR 1V1ETRIG ¥ BE- T Bacils thanngenss stam NESG 101335 185 nbosomal RNA partial sequenca

1 WA 16T 1.56-T24 Bacllus mobils siran MCCE YADSEMZ 165 rbosomal RNA partial sequenca
) IR, 043403, 7 66-T04 Bac#hus huringienss siram W 12077 163 ritosomal RNA patial sequence
o l_ MR I TE 1 B3T3 Baciluy toyersnss sican BOT-T7112 163 rbesornal RHNA pariial ssquence
100t b MR 11A5ET 878714 Bacillus thunngiensis siran ATCC 10782 185 ribosomal RMA pertisl sequence

Figura 5: : Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a
relag@o entre a cepa EI-7 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A histdria evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O nimero
de acesso do GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 113288 1 35-525 Racilus cenous siran JOM F152 165 nbosomal RN paifial soquence

MR 194602 146546 Bacilus cersus ATCE 14578 182 nbosomal ANA partial sequence

IR 074540 1 62562 Bacilus cémus ATCC 14570 163 nbosomal RNA (nrd ) parfisl sequencs

MR V2630 1 34-43 Bacilus cenmus sinin RERC 18204 165 A paral sequence

HR 115711 55-555 Bacibus cemsm st CCW 2010 165 nbosomal RN, patisl ssquence

KR AETTE 155-555 Racilus atnrs sirain MCCC 1ANZ146 165 rbosomal RAA parfial sequancs

MR 57T 30 1.66-556 Bacilus hrb stran MCGC 1AD0358 165 rbosomal Rt partal sequence

MR 157732 1 55-555 Bacibus rralredccens sorpn MOCC 1A00T32 185 nboscmal ANA partia sequence
BR VETT34 1 85556 Boolus pararmycodes sain WMCCC 1404088 165 nbosomal AN partial sequerce
MR 157756 1.55-555 Bacilus ropicus siven MCCC 1AL 406 165 ritosoimal RHA iatisl sequeiice

HF 115526 1 36-505 Bacilus coneis siran LA 12600 185 nhossmal AN patial spuenco

WA VE2602 1 85556 Bacilus wedmanns siran FSL WH-GY88 155 nhosomat RN parial sequence
W T0484 1 86-556 Bacibus ngonam sirsn 17-5M5-01 165 rbosemal RNA paral seqisng

MR 1ETTAE 1 66566 Bacilus profechticus sirain MCCC 18000886 165 nboscenal RMNA paral sequence
iR G880 1.31-531 Bacilus rypcodes svan 270 163 rbosomal RNA panis sequend &

ME 113006 135538 Bacilus mycodes smn NBRE 101233 185 nbasomal RNA partial sequence

HR 192000 1 35535 Bacibus mycodes son NBRC 20 228 125 nbosomal BRA pamnel ssquence

MR OF468T 1 49-545 Bacilus rvcoddes san DEM 11821 165 nhosomal RMA. partial Gogquenc

MR 195083 1-11-511 Baclbus rmyc odes shan ATCC 8482 185 nbosomal RNA parhal sequerce

Wi 157733.1.55-555 Baciluz pacificus siesin WOOC 1AM EE 165 ribosomal RNA partial sequance
MR 147728 1 46588 Bacilus paranthracts siran BOCC TADG3SS 165 nboscrral BHA pantial ssquence
iR 192700 1.36-536 Bacibus turingenss: siran NBRC 100235 165 ribosomal REA partiel ssquents
A, 157731 1 55-555 Bacilhis modks strmn WOCC TADSDAD 1E5 ibosoimal RNA paial sepencs

WA 042403 1-35.535 Bacibus anngenss stan WY 12077 165 nbosomal RNA, parbal sequence

MR AT 1 52-552 Badibus teyenersts strain BOT-T112 165 rhosomal RNA parial aoquant 4

i 104581 148548 Bacilus thunngenss sian ATCG 10782 165 nhosomal RN parbal sequence
KR 14824813503 Buclus Bingrmayongensis sran FUAT-1351 185 rbosoms! RRA parsal sequente
P 193881 1 3E-535 Bacilus pseudomycoides stran NERS 101237 1635 nb sl RMA partial segquence
MR 114422 1 58-558 Bacilus pseodorinye oides: 185 rt | A paral sequence

MR 074014 1 55-555 Bacilus cytetoscus Sran NVH 391-88 165 itorsomal RNA pania secgencs

MR 041042 1 £8-257 Bacilus acidcol strar 10562 1465 nbosomal RMA pariial sequence

PR ACHUS gasmickensis stran BL1S 165 nbosomal HNA parial sequence
W AT74141 5000 Bacikus mam orestnciuim sireen LOO 185 chosoms! ANA partial ssgquence

MR 146005 1 B3-547 Racillus maki siran NCCPSER H5 ribosomal RNA parlial sequencs

MR 024603162543 Bacilus moavensis siran [FOH 5712 905 rbosomal RAA partial ssouence

MR 112725 151-532 Badilus mgavense sirsn RBRC 15710 185 nbasemal RRNA pamial cequencs

B 104873 167 4548 Bocllus sublis subsp maguoSonim sirain BG5C 3428 185 nbesomal ANA patial segeence:
MR ASTAAT 1 71-552 Bacilus nekamuein giran MRRL B-41001 1835 ribcsomal REA pafisl ssquence

ME 117045 1 £3-534 Bacilus armmylcbquetaciens siram MPA 1034 185 nbosomal ANA parhal sequence

WA £ 1455 1 51502 Bacilus amylobqueaciens siran NBRG 15535 185 it | Rhit partial seque

KR 195325 1 £2-543 Bacibus rematoc ks sirain B-16 163 rdcsomal RAA panisl sequence

MR 190022 148530 Bacilus amylolguetaciens sirsin BSRC 1061 163 nbosomal AN partial sequence

MR Q2488 1 51-532 Bacilus araphasys sirae JOM BT 865 ik | PR il Sy

MA 112723 181432 Bacilus alrophaeus stran NERC 18539 185 ribcsomal RHA partial seouence

MR 113004 1 51502 Bacilus yalsmois stran NBRC 1235 185 réosomal REA partial ssquence

MR CZ4ESE 1 BE-547 Bacilus valkBmans sran DSK 11031 163 ribdeomal ANA paisl sequence

MR 047248 11455 Baclus anthraces siran ATCC 13578 185 rbosomal RHA partial =eguence

KR 196886 134531 Bacibuz galicienss sirft BFLP-1 165 ribospmal FHA ol sequand &

MR 129630 1 449 Bacdus maniponenss stam BLA-E 1465 rbosomal AR pertal sequence

KR 042286 1 408-531 Bacibus bedwersteinenas stren 0-15 105 riboadmal WA partisl sequente

Figura 6: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-12 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 074540 1 60-566 Racilus cenis ATOC 145T0 163 nbosomal RNA (e parial secusince

MR 193268 1 33541 Bacilus cersus siran JOK 2162 165 nbosomal RMA pafial sequence

R 192620 1. 32-540 Bacilus cemus stisn BERC 15305 163 rbosormast RNA pamial sequeces

MR VAT 1 83581 Bacilus cenmus siain CEM 2010 165 nbosomal RNA partiol spguence

W 167728 1.50-561 Bacilus slturs siran MCCC 1TAR2 146 165 ribosomal RAA partial sequence

MR 1ETTH 1 53-561 Racilus il sinain MCCC 1800350 185 ribogomal FAS el saquenc e

MR 1ETTA2 1 52531 Bacilus rereireducens =fran MOCC UAGTI2 165 nbosomal ANA parhial sequerc e
FF 157734 1 53561 Bacibus porampcodics sram MCCC 1AD400B 1635 nhosormal RNA pamal sequenca
B VETT3E 1 83401 Boolus ropcus sran BOCE 1AL 406 165 nbosomal RHA partial sequence

MR 115528 1 F1-341 Bacilus cenmas st WM 12605 183 nbosamall RNA paifial sequence

MR 114502 1 43-528) Bacilus ceneus ATCC 14570 165 nbosomal AMA parmial seguence

MR E2602 1 83581 Bacilus wedmanns siran FSL WH-GY88 155 nhosomat RN parial sequence

W AT0484 1 84-582 Bacibus fungonam sirsn 17-5M5-01 165 fbosemal RNA parmal seqisns

MR 1ETTAE 163581 Bacilus profechicus sirain MCCC 1800066 165 nboscenal RMNA paral sequence
iR COBE00 1 29-577 Bacilus rypcodes svan 271 163 rbosomal RNA panis sequend &

ME 113006 13354t Bacilus mycodes simn NBRE 101233 185 nbosomal RNA partial sequence

HR 192000 1 13541 Bacibus mycodes oo NBRC 20 228 125 nbosomal BRA pamnel ssquence

MR OF468T 1 47-555 Bacilus rmvoddes sain DEM 11821 165 nhosomal RMA parmial Goguenc

MR 195083 12517 Baolus mycodes stan ATCC 54083 165 nbosomal AMNA parfal sequerce

Wi 157733153561 Baciluz pacificus siesin WOOC VABGNEE 165 ribosomal RNA partial sequance

WA 147728 1 81401 Bacilus paranthracs siran BOCC TADG3SS 165 nboscrmal BHA pantial ssquence
MR 192700 1°K3-541 Bacibus turingenss: siran NBRC 100235 165 ribosomal REA partisl sscquents
NF 157731 1 83581 Bacihis modks strmn WOCC TADSDAD 1E5 ibosoinal RNA paial sepencs

WA 042403 1-X1541 Bacibus tanngenss stan WY 12077 165 nbosomal RNA, parbal sequence

MR AT 1 50-558 Badibus teenersts strain BOT-T112 165 rhosomal RNA parial aoquan 4

i 104581 142581 Bacilus thunngenss sian ATCG 10782 165 nhosomal RN partal sequence

KR 1482481 1-500 Beclus Bingrmayongensis ran FUAT-1350 185 rbosoms! RRA pasal sequente
P 193881 133-541 Bacilus pseudomycoides stran NERS 101237 1635 nb sl RMA partial segquence
MR 114422 1 50550 Bacilus pseodoritye oides: 185 rt | A paral sequence

WR 074014 1 53-561 Bacilus cytetoscus Aran NWVH 381-88 165 itosomal RNA pania secgencs

MR 041042 160584 Bacilus acidcol stran 1052 145 nbosomal RMA pariial sequence

R 1IR2B0 1 7-500 Baclus miogvensts Stran o 15718 155 ribgsamal RNA parel sequence

M 117414 1 2438 Aocllus mae orestecium strain L0 182 nbosomat AMA partal sequsrce

B 118844 1. 1. 462 Backs gesmokerras stron BL3E 165 nbosomal RNA parbial sequencs

MR 146005 1 44-540 Racillus maliki stran NCOPSEF 165 rbosomal RNA parial sequencs

MR 198885 1. 22538 Bacilus galiciensis stran BFLP. 1 165 ri | kit partal sequence

MR 115325 1 44-550 Badilus rematocids siran B-16 185 risecomsal RA panisl sequancs

B 187044 1 26941 Boollus amykobquetaciens sirain MPA 1034 185 nbosormal RNA partial sequence
MR 041455 1 33-508 Bacilus srmplolquetaciens sirgn NBRG 15535 165 rib | FEhbf pirlisl s

ME 136092 1 31-537 Bacilus armylobquetaciens siran BCAC 18801 165 ibosomal ANA pamal sequence
A 83 1 44550 Bacilus moavenss stian FOVGT18 165 ribosomal R partial sequence

KR 192725 133-538 Bacibus moavensis sinsn NBRC 15710 165 rbasomal Rivh panial sequence

MR 104873 1.48-566 Bacilus subtis subsp maquosoum siram 8G5C 1428 165 nbosomal RHA partial sequence
KR ASTET 1 53-559 Bacilus nekarmeni siran MRAL B-41081 185 rkesomal RWA panisl sequence

A 4088 133438 Bacilus alrophaeus stran JOM 8010 165 rbosomal R parial sequence

MR 192723 1 135808 Badilus svophaeys dran NBRC 15638 105 fibosomal RHA pardsl ssqence

MR 113004 173-530 Bacilus valsmams sran NERC 1238 165 rbosamal SHA partial sequoncs

MR CAE08 1 48 554 Bacilus valsmorts stran DSH 1 E031 185 nbosomad RNA paria sequence
et 15 manipenanss BYan BLA-6 185 rboaomal G pankal cequends

Wk = KR 4248 19451 Bacllus anthiacrs stran ATCG 14578 185 riemarral RNA peetlisl sequnie

Figura 7: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EI-13 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As andlises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niumero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 116251111748 Bacilus haloltkerars simin CA-05 165 nbocamal FNA pamal segquenc e
NR FEEDED 1154 TEd Blacibus balotokerars siran C3M 8B02 165 ribomamal RAA parial sequence
NA 81580511 15-T4% Bacilus halolokrans st LG 22478 165 nbosomal RIS partial segence
HR 11580011 15-T45 Bacibus kalokrars sian CECT 5687 163 nbosomsl RMA partal sequence
NA 116831 1115744 Bacilius halolokerans stain LG 22047 T 165 ribosomal Afs parhal sequence
HR 116250 1 BT-T17 Bacdus rgeeenss sran fo 15718 185 ribosomal ANA parisl ssquence
WA G2edad 1122158 Bacilus mojavensis stran FO16113 105 rbosomal RMA pahal sequence
NR 272511 17-T47 Batilus imojavishisid seian MBRC 15710 165 nbiiinal RMA partal Setjusecs
MR B 615114631 Bacilus mogvenss stan MRAL B-14652 105 rbosomal RMA partinl sequence
MR 506 1 137-T67 Basibus cwezey slian HRAEL B-212%4 165 rhiraginal RNA paflial soqiiece
MA G283 11 15-T45 Bacibus subfis subsp spuern stram MARL B-F3040 165 rbosomal RNA parsal sequence
NR 12886 1 117-T47 Bacilis subtlis sobep. spingei slran MERC 101123 165 rib i ANA parmal o
MR A PETET. 101631 Bacius moblis sutesp. spreens straen HRRL B-23048 165 rbosomal RHA parial saquence
WA F02873 1133763 Bacilus subitls subsp naquosanam stram BESC JAZS 165 phisomal RNA parisl st e
MA 1161881 1-831 Backus sibtis subsp. requosonam sirmn NREL B.23352 16% nhosomal BHA parisl sequence
MR E0E01% 1173753 Bacilus tequiensis sinan 104 165 ihosomal RAA paral sequenca
MR B 1 1 10740 Backus subtks srmn SEMPY 185 rbosomal ANA partial ssquence
HNR B1#11E 2 144-T74 Bacibus subtiks stran B 171 1 185 nhesomal RNA compiote sequenca
NR R2TEEE 1187757 Bocibus subtls stron GSM 10 165 ritscemimal FkA parinl sequence
NR 816017 1115745 Bacibus subtes stran BCRC 10255 185 nbosomal RNA partind soquencs
MR 113255 T 117747 Bacibus sublis stram JCM 1465 163 nbosimal RHNA paftel sequence
HH FI28251117-747 Bacilus subtis strmn NBRE 13718 185 nby i FEHA partal ]
NREPEI9E 11-831 Bac#ns subliis atiae NRRL NRS-T44 165 nhosorna REA partsl ssquerce
MR P1618311-031 Baclus sublies stran NRAL 84218 165 mosomal AN parsal sequence
NR FIBET2 1135768 Bacibus subls srgn NCDO 1765 165 rbosirmal RNA padia sequonte
NA FO27E3 2 144- T4 Banbus subitds sobep. subties strain Fi8 155 nbosormal RAG compisle seqence
NR 5HR9T 1137-TE7 Bacilus rakanwra sfran NRRL B-108% 165 rosormal RMNA pari sequance
NA 1135541117747 Bacihus valismonis siren HBRC 101258 1S nbosomal ANA partial seouence
MR 24606 1°1357-763 Batibue wallemons sl DM 11031 165 esomal RS pamal Geguenc
KA 116188 11631 Bacius vallsmons siran MRRL L 14280 182 nbosormnal RWA partial sequence
NR METE3 1 117-T47 Bailus strophais sirain NBRC 15538 185 ribasomal AMNA partia secuante
WA ETE1S0 11631 Bacius strophaeurs strain MRRL HRS-2 13 165 rbosomal RMA partinl ssquence
NR 0348555 1 117-T47 Bacilus sirephams strin JOW D070 §65 rbasomal RNA panial segenis
M0 I8R50 1 158 TEl Bacibus ardobgosfacens DSW T shan ATCS 2350 185 nbozsmal RNA partsl seqirrce
NR ST8IEE 17115-T45 Bacilus amyiabquefacens siran BORAC 11801 165 ribosomal AMNA partial sbquence
HR 8123385 1 117747 Bacthrs snvdobguefacen s siram HERC 15515 185 rbosomal RHA patal sequerce
KA §1T4E 1 119—?’433”..&!1‘@“!11: sivmn MPA 1034 HiS ribosoma ANA parhial secuencs
MR B 1455 1117747 Bacilus sivdnbguefaciens sirmn NBRC 13515 168 nhosemal RNA parial sequerce
MR 1TTEF4 11350760 Bacius siamersis KE TG 13813 sran PO-A10 Hi’5 ribosomal AMNA, partial secuences
MR 075005 2 144-TT4 Bacilus welprérmis altan FTR42 163 ibosemal RNA complete sequste
MNA 116325 1 12274 Hacilus nemalooda sirsn B.18 'II:ISrI:\-DsDﬂ'I.I.IFHM‘h.iqum
NR N16240 1105730 Bincilus weds nensis strain CBMBENSE 165 riboraomal RMA partial sequerce
HR PO 111-832 Bacius give rdementars siran G0-13 1455 rhosomal RNA pariial sequence
MR EGTE00 1157758 Batilus by sl sran HRRL B-41337 1635 nborsomal RINA parial sequencs
MR 074522 1137782 Bacilus lchendormes stram ATOE 14580 185 nbosomal AMA rartal sequence
MR Y1355 1117-T45 Bacilus Rehanlpmis Siran MIRT 1220 1635 msnmal A parkal seuencs
MR e 1 AT NS Bankes bcherdormes siram 05 13185 nbosomal RNS partial sequencs
WR 1602 1 115-T46 Bacilus Bchentpmis shan BORG 11708 165 rbosornat RNA panial sequence
g arf s Sequrienas sran 106 165 rbosomal ANA parsl ==ouence

MR PTE2E) 112 TET Baclus malslokerars stran CR-1 19 185 ribosomal REA parisl seqence

Figura 8: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa EIOC-6 ¢ as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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R Q24831 1 27-5473 Bacils sulibhs sutep, spiizer siran WRRAL B-Z3040 165 sboadmal R panial sequencs
R 1160831 45-502 Baciks haklokerans siran OSM BE0D 1825 rhulnrlﬂlmpltld SECLENCHE
MR 115828 1:27-54) Bacils hablokerans stram LWG 2247 168 mbosomal RMA partisl sequence
MR 115830 1 27-543 Bac ihus hallokrans straen CECT 5557 185 ritdsaimal RMA partial ssquence
I 115831 127543 Baciius halinlerans siran LMG 32477 165 nbosomal FHA parial sequence
PR 1128008 1 20545 Bacius subtks subsp spinoers stran HERC 101258 185 nbo=omal RlA parsal sequence
BR AT 1 455651 Baciks subils sulsp. inaquasanm sinan BHSC JAZG 165 rboesomal RNA parisl sequencs
HRLT2B0 1 0. 556 Baciks mopvenss, siram [FO1BT18 185 nbosomal RNA partal sequence
MR 1127261 20545 Bacibs momenss stran MBRC 15718 15 ribosomal RNA partial sequence
B 118872 1°-50-5566 Bacihs cubibhs stramn MCDD 1768 165 ribosarmal RNA pamal sequernce
MR 11200 258572 Hacihus subbls straim WM 12118185 nbosomal RHA complele sequence
MR 27E62. 1 390555 Bacihs subbls: st DEM 10 163 nbosomal RMNA parial sequeiics
MR 116017 1. 27-543 Bac s subtds sirain BCRC 10255 165 ibosama RIS parfal sequants
MR 112205 120 hah Baciie submls stran JCK 14805 185 rbosomal RNA parial sequence
R 1126281 20545 Bacihs subtls stain MBRC 153718 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 103783 2°56-572 Bacikes culndis subsp sulitls girain 168 165 rbosomal RNA, complts seuance
MR 1SEHET 1 200565 Sacilus nakamers stram FMRAL B-A1081 185 nbesomal RS partal sequenos
MR 1739041 20545 Baciua valismorhs sirsm NBRC 100236 165 ribosormal RNA parfal sequence
MR 24686 144-550 Baciks vallsmaris sirsn DSM 11031 165 rbasamal RNA padtial saquents
IR G240A0 1 250545 Sacihs atrophaeus siram JCA BIT) 185 nbosomal AMNS partal sequence
B 112723 120545 Bacibs airopheus sicen HERC: 15530 165 nbosornal FHA pertssl sequence
HR 115325 1 40-556 Baciks namatncada sirain §-16 163 mhosomal RNA panial saquanci
HR 118860 150566 Hac ihs amyiolguetaciens DO5U T sran ATCC 23380 165 nbosomal RHA partial seqpence
MR 116022 1 27-543 Bacils anviokquedaciens siran BORC 11600 165 ribosomal RMA partial sequence
WR 112685 1 29-585 Bac ks amvlobguetackens sirain NERC 15535 1E5 ibosomal ARA parial sequants
MR 1178461 31-547 Bacius anvdobgusfiaciens sirsn WPA 1034 165 nbosomal S84 partal sequence
MR 4456 1 20-545 Bacihs arvwiolguelscens sitsn HBRC 15535 163 iihosomal RNA partal sequent=
MR 1172741 51-557 Gacihs slamensis KGTO 13613 srain FR-ANT 185 ribesomal RHNA panlel sedgusnce
FR11E2340.9-17-538 Bacikes velerersis sirmn CBME205 165 nbosomal RNA partinh sequence:
R OT5005.2 56572 Baciks velererais sram FIB42 165 rbosomal RNA compisie sequence
MR STEOE 1 40555 Haclis swaloy s NRRL B-41294 165 iiweomial RNA partal SR
FR 116202 122633 Hacikes halotolerans siram CR-86 1565 nbosomal RMA partsd sequence
R 24808 1 22530 Bac ks welnamensis san 15-1 185 ribosomal RNA paial sequente
MR OFEF41 1 795465 Baclhs anuimans Firan TF-17 165 nhosomal ARG parial sequnncs
MR 113803 1 20064 Bacths soneenss siram MERC 101714 165 ritosomal RHA partial sequerce:
P Q25 ME T 2T-544 Bacius sonmenss ifan FRAL B-23154 165 fbosornal RANA partel sequents
INF 15PENY. 1 49556 Baciis hynasi svan NRRL B-41337 165 ieomnal AR parnal soquince:
MR OT4823 1 42055 Baciius bchenforms stam ATCC 14580 165 nbosomal RNA partial sequerce:
R 113580 120-546 Bacilus: behesdonms srain NBRG 12200 165 ribcsnmal RIA, partis saguire
PR 4330 1 40-555 Bacikus aenus siran 745 165 nbosomal AN parsal sequence
R 118908 180, 556 Bacilus kchendormes stan CSM 13 185 nbosomal Afes partal sequencs
R 1160201 27-544 Bacilss beherforms sian BCRC 11702 165 nbosormas ANA paal sequents
Hac iiss bcheninms smin HCDO 1777 165 rbcsomal REA partial sequence

a il tequiersis stran 10 163 nbosomal RMNG partal sequence
MR 11&!!3 1-30-555 Haciius halelolerans siran TR-118 165 nbosomal RMA parial sequence
MR 118200, 1-615 Baciius mojavenss siran o 15718 165 rbcsomal RMA partial sequence
MR 115387, 28-530 Baclhs cubtds sirae SERPY 185 rbaccival RRA paifisl segueraa
MR TPS53 1 1-518 Bacius pabsianensis stran RCCP-182 1S niosomal AMNA partal sequince
MR D4 5042 152570 Bacihus accicols svram 105-2 165 ribcsomal RHA pahsl sequence
MR 1191571 18-5035 Baciks olermnus straim DEM B356 165 ribesaral RMA panis sequencs

Figura 9: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa MOOB-1 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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NR 104915 1 073-1456 Bac il leuileris siran 106 165 riecamal RFA pamial geguence

NRL 118250 ¢ 8371 805 Baciks moavenss sirain fo 107 18 1655 nbosomal Rk partal sequence

NR 116240 1 B56:1 445 Baciius: velerermis stran CERB205 163 ihosomal RN parsial sequence

HR 1176555 | D67-1855 Bac ks subiks shrmin NBRC 13710 165 nb ol R partal sa) L]

MR 1123688 1 8671865 Baciius subsls subsp. sprirens siran WERC 101238 165 nf A parial sequence
NR 113265 1 967-1 4585 Bacils aubwls straey JOW 1485 165 ribosomal ANA pamial saquens

NR 115083 1 H64-1 $62 Hac ks hakdnierans siren 054 B0 165 nhosomal HNA partial sequence

HR 24608 B0 1 460 Bac thes: vali=rnorhs siran OSH 11031 185 nbosomal RNA partial sequerce

HR 113064 1 HT-1 465 Bad this: valtarnodis sirain NBRG 101236 165 rbaanmal RNA panial sequencs

HR O2TEL2 18T 1488 Baciks subbks stram CEM 10 105 meosomal HHA parial sequence

HR 115829 1 Bi5-1 453 Bacilos: hakdokrams siran LMG 22476 165 nbosomal RHA partial seguent ¢

HR 115830 1 085180 Bac s halilolerars sirsn CECT S6AT 165 shosomal RS el sequends

NR 115231, ;8651453 Bacibus halotolerans sirain LG 22477 965 nbosomal RNA partial sequence:

NR 118353 1 DE0-1458 Bac i suliils shyies SBUFS 155 rbostemal AMNA partisl sétquanis

HRTO2NEE 20041 807 Hac ks subds subep sublks sfram 158 185 nhosomal RNA complels sequence
NR DTS00 2 poa.1 402 Bacibs velerermis stran F2B42 185 nbosomal RNA complele sequence

HR 10573 1 P83-1401 Bac ks subtils subep. raquoBrum Girain BGSC 3428 165 rib # ANA pamal seqinece
NR-161857 1:087.1 285 Sarike nolmmura siran NRRL 881091 A5 nbosomal BNA partisl sequence

HR 112116 2:904-1 402 Bacibs: subbls sirme W 12118 185 ribosomal ANA complete sequende

HR 248 | 5781478 Bac lks mojavenss syan FO15718 165 rbosomal RNA parial sequante

HR 112725 1067 1465 Baciles mojvenss sitam NBRC 15718 185 nhosomal AR partal sequence

HR 116077 10651483 Sac i subtds siyaey BCRC 10255 165 rtdssoimsl RNA panid sequenca

NR 115335 1 8771405 Bac ks nemainoda siam B-98 145 ribosnmal Rk partial sequence

WR 118022 t B5: 1455 Dac ik armdobguefaciers sirain BCRC TH601 1685 ibosomal RNA parfial sequence
NR 112685 1 DGT-1 585 Gac fhe. anwinbguefac s slain MR 15555 165 ribosomsal RNA parial seoaice
MR 041456 1 86T 1 266 Bacihs amylobguefaciers stram MERC 15535 165 rbosomal RKA partial sequence
NR 1178461 DED- 1448 Bac b armbubguelaciens glian MPA 1034 163 ibosomal RNA pams seqente
HR 042335 19851484 Bac ils aprophius siren 28 165 ribosomal RN partis soquonco

MR D42%5E | BE5. 1 484 Bacilhs stalospharsus stam 4 EKF2a 162 nbosomal Bl partial sequencs

NR (42337 1 20E- 1400 Bacihs: afmeineg 41KF 2 165 rhosoema RNA pamal sequinte

HR 118438 1048, 1 48T Bac ks aencs sirain 245 415 rbosomad REA parial sequence

NR 188244 1 BBG. 1 404 Bacihs: damensnss stan WEGC 1AD0000 165 nb | A parial sequence
HR 118441, 1.045- 1 484 Bad lbs: stralosprarcis snain 41KF2a 185 nhasomal FINA partial sequantn

NR T127EY 1867 1865 Bacthos alrophasus stram MERC 16532 165 rbosomal RNA partial sequence

NR 024555 1 DAT-1455 Bac ths: atrophasas slran JOM B0T0 165 ribaaninel RMA partial sequenice

MR 113863 1 008-1 885 Bacius sonorenss san NBRC 101234 185 nhosomal AfNA parsal sequence
NR 157608 1 007 1404 Bacikes. swezeyn stran NRRL 841204 162 nhosomal FRNA parial s=quenos

NR 11R#96. 1 BB5-1 485 Gaciks behanifonmis s an DEM 13 163 ribcsomal RNA paisl soguende

NR 13T2Y PO 16T Bacibe: parsichersionmis sran K416 185 nbosomal RNA parial sequerce

N E5TE00. 1 DEE:1 485 Baciks: haynest s an NRRL B41337 185 nbosomal FhA partal sequents

HR 165655 1 8651880 Haclle prscis siran 18MFTE 165 rbosomal INA parial soegenco

HR 02338 10801477 Bacibes aenus sirain 245 185 roceomal RNA partial sequence

NR 116023 1/ D65- 1453 Bac lhs: bcherilamis sivan BCRC 11702 165 ritbosomal RNA panisl ssquence
Hﬂ'llmIBBI-1IE‘JBIILE-IM:ITFI:§IMNEHE-!llﬂﬂ'IEﬁ-MH.mplulﬂmHte
NR 7423 § GRE-1405 Baciis: ichersdormis sran ATCC 14500 165 nhosomal RN parfal sequence

NR 115282 19611419 Bacihs: haitolsrans siran CR-95 165 nbossmal RNA partial sequenca

L] NFL 115253 1 877.1408 Bacius halsinlerons siran GR-119 185 rbosomal &NA partial sequence

NR 117274t 08D 1400 Bacibs: soamersis KCTC 13813 steien PD-ATD 165 ribosomal RNA paral sequence
r— NR 18B7T3 1 957-1456 Saciks hakouensis stran C-5% 165 ribosomal RNA panial secquenco

wre, |— s encienss. stram SG0- 1123 165 pbosomal RMNA persal sequence
ROOE-4

Figura 10: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa MOOB-4 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As andlises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niumero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 116240 1 TE0- 130 Bacilus wekzenss ciram CBMEGTS 165 ribasomal RMA pastial sedquanca

BT 104818 1 TET- 1408 Bacibus teoudenss sirain 100 185 nbosomal AMA porial sequencs

MR 112628 1 761-1402 Bacilus subliis stran ARG 11719 #65 ribosarresl RNA partisl ssquencis

MR 112686 1 761-1402 Bacihis sublils subsp. spinzoni stran NERC 11259 165 ribosemal RNA partial sequenca
B 113266 1,700 1402 Bacilus subties siran JCM 1486 185 rbosomal RNA partial sequence

KR 115083 1 778 1490 Bacilus halobslenans stram DEM 8302 165 ribogomal RHNA parial sequents

M OF4E54 1 TIE-1407 Bacilus valsmons sain DS 11001 145 rbosomal A partal sequence

; R OB 7 T8 1400 Bacilus subbis subsp spunecem siran HRRL B350 155 nbosormat R parsal sequence
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MR 1152021 755- 1396 Bacilus haloholarans sran CR-A5 165 nhasomal Rl panial sequenci

MR 11E2H3 177 1-1482 Bacilus halotolerans siran CR-118 188 nhosomnad AN parkal sequence

i 192084 1.767-1402 Bacilhrs valsmatis sian NBRG 101236 165 ibosormsl RNA parfial sequence:

WA ETES? 17T E-1492 Bacilus subils siran DSW 1SS nhososmal RMNA paral sequence:

MR 115028 1 T58- 1400 Bacibus helotolerans sfran LIS Z2476 165 rbosomal R3S partal sequencs

MR 195870 1 7551400 Bacilus halololeraing siran CECT 5687 165 itaamel RNA paifisl sedguence

ME 118031 1 TS 1400 Bacilus halobolenans styaan LG 22477 165 nbosomal BiA parial sequencs

HR 118280 1 7311372 Bacibus mopvenses stran do 15718 185 rbcsamal RNA partial sepoeeice

KR 118383 1 754-1195 Bacibys subliis sirsin SGMPY 165 rienmal ANA, parisl siqunco

B 02T 2 TEE. 1420 Bacilus subliis subsn. subbie sirsin 162 65 nbcsomal RNA compisle sequence
FR QTS5 2 T56- 1420 Bacibus vekerenss stran FOBHE 165 riboaomal RHA complels sequence

NH 104873 1 777-1416 Aacilus sublils subsp inaquosanm sran BESC 1478 165 rbosomal RNA parial sequenco
KR 151007 17811422 Bacillus rnekamutal stran HRAL BA1081 165 nhosorna RARA parsial sequence

KR 960171, 758- 1400 Bacihs subliis stran BCRC 10255 163 rhotorma RNA partal seqiants

WA 112114 2 TEE- 1428 Bacilus subtis siran B 12118 185 rbosomal R4 complele sequence

MR 115325 17701412 Bacilus nemstocics sirsn 8:16 165 nbosomal RMNA parial sequence

MR 117045 1 TE3-1404 Bazilus armylelguatacsins stran WPA 1034 185 rib | FEhG jartial ]
WA 110022 1 7681400 Bacilus amyliouefacens siran BCAC 11600 165 rbosomal RMA parisl ssouence
MR 1128085 1.761-1402 Bacilis smykhmmlacmns dran NBRC 15535 165 nbosomal RMNA panial sequence
MR 041455 1 TEE- 1402 Racillus amylolgualacons stran NBRC 15635 165 nbosomal RS pamal sequence
MR 034803 1. TT2. 1483 Baciluz moavensis siran IFO15718 185 nbosomal R parsal sequence

MR 112725 1 T61-1402 Badillus mosavensis sirain NBRG 15715 165 ribosamal RNA partisl sequeends

MR 113733 1 TE-1402 Baolus strophaeus sain NBRC 184838 185 nbosomal RMA parial sequence

iR 024800 1 7611402 Bacilus atrophaeus srnin JGH BT 165 nbosomet Rha parfinl sequence

KR 145244 1 Ta06-1421 Bacibiss siamerenats airan MECC 1ANK0SE 165 ibosamal RHA partial seguencs
MR 118438 1 T43-1384 Bacillus a=nus swan 2K 165 nbosomal AN parial sequences

MR 042337 1.766-1427 Baibus aftludives 41KF 26 15 sl RNA paitial sequenc ¢

A 7330 1 791420 Bacilus @erophiles san ZHK 155“!&“““‘“#““

MR CHI08 1 TTE- 1424 BaciBus strafosphenous stram 4152 105 nbosomal RNA partial sequence

MR 113083 1.762- 1409 Badibus sonongnsis sirain NBRT 111234 165 rbosnmal RNA pamial sodqpence

MR C25130 1101401 Bacilus sonarensis siran HRHEL B-231 54 185 nbosomal ANA pamal sequence

B 15TE08.1. 611422 Bacilus Swerey Siian WRFRL B-41204 165 nbosomal RNA parial sequerce

MR 11609 1 T82-1473 Bacibus hchanformis sirsn DSW 13 185 nhosomal RNA parial sequencs

KR 137421 1 584- 1306 Baclus peralic henformes straen B0-15 145 rbosomal RNA parial seguence

MR ASTROD 1 TE2-1423 Bacibus hayresi sirain NRAL B-41327 165 ool RNA panis seguence

MH 1E5GHG 1 TE0-1401 Bacilus pisOs san HINFT21 165 nhosomal Hl“pl"lalsl:qi.ﬂta

WA 42338 1 7741415 Bacilus serus strar 2K 165 nbosomal RRA parial sequencs

NR 19E023 1 TH0-1401 Bacibus lchanfonmes sirain BORC 11702 165 nhosomal RNA pamal sequancs

MH 113588 1. 762-1403 Baciius ichenformis sirsn MEAG 12200 165 rbosomal RNA partial sequence

R Q74823 1 TH2- 142 Bacius ichenformis Sirsn ATCC 14580 165 riasnmal RNA partisl seqence

HA 157738 1 T83-1424 Bacilus ropcus sran WCCC 105406 165 rbosomal AMNA paral sequenco

FiR 117374 1 7811435 Bacibus siamenss KOTC 13842 stran POUGARD 155 - Fihla pariial ==quence
WG
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Figura 11: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa MOOC-1 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As andlises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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WA D4ETE 10011456 Bacils inguisnes sirain 10 165 ribtsornal RNA partial segence

MR 150280 1905 142 Baciius moperes sirwn do 15718 165 pbosomal RN parbial sequence

R 186240 1.604-1 443 Bacilus valegenss mimin COMBI0S 165 nbosona RMA partial seguence

MA 186063 1:812-1401 Bacdis halololerans sram GSR 2802 1865 nbosomal RHA partal seqeence

R 185828 5,093 1462 Baciins hitolokrans svn LG 22476 165 nhosomal RAA pasisl ssaents

WA 188830 1:883. 1 #5? Bacihe hamicerans sran CECT 8281 165 rbosomal ANA paal sequence:

MR 1RGEI1 1:003- 1462 Baciims halvoerans s LWG 224TT 1635 ribosoma RAA padial sequence

A ABIBET 168451484 Baciie nakamura stran HRAL B-41081 165 rbosamal RAA partal sequence
WR 182628 1 0851454 Bacils sublits stran MBRC 13711 165 rbosomal RMA partisl sequence

MR 112885 1 A05- 1564 Baclls sublilis subsp spanizeni siran FERC 108230 165 ribosomal ARA partial segencs
MR 111265 1.085. 1 464 Bacius subtiis strain JCM 1486 185 nhosomal RMM partisl sequence

MR 034605 1:610-14T8 Baclus valbmons sian DEM 18031 165 ibosomal RHA pantisl sepea i

MR 153084 1.005- 1464 Bacithes valizments sam NBRC 101235 185 rbosomal RMNA partal sequence

NR 027552 1.005- 1474 Bacilkes mbdis stran D5U 10 165 ibdaanial RNA partial o

MR 188383 18881457 Bacius subhis sirasn S2KPY. 15 nbosomal AMA parml sequerce:

MR AD2FES 2 0221401 Baclus Subdis Ssubsap suldis: straen 158 153 rhasamal RHA compléts sagquinde
A OFB005 2622.1481 Baciis velerenss sian FIE42 165 nbosomal RNA complete sequence

MR 0BT 151 1- 1400 Dacihs sublits subsp manguogonem stren BOSC IA2R 165 mtegiral RINA parsl segens
MA 1521182 5221491 Bacils subhils stran B 12718 142 nbosomal RNA complele sepence

MR OB 1:008- 14TS Baciin mopversis strsn IFO5T18 105 ritosninal RMA pariol sequence

MA 122725 1 BS-1464 Bacils mojwvensis stran MERT 15718 165 rbosamal HNA partial sequence
MR 1RG01T 1:083. 1862 Bacilis sublifs stran BCRC 102656 185 ntosormal RNA partisl ssquence

MR 115325 1 9051474 Bacills nemasocida siran B-16 165 mxsomal RNA paritsl seqience

R 1EG0EE 108314652 Baciues amyobquefacens siran BORC 11801 185 nbosomal RhA porhal sequence
KR 152885 1995 1484 Baclls amvioliguelacans sran NBRT 15535 165 rbosnmal RFA partal saquenis
A 01355 1:486. 1464 Bacihes amytohquelacens sirain HBRC. 15538 15 rb A parmal sequerce
R 157045 1.807- 1428 Bacius amylobquelacans siran MPA 1034 163 el RN partial sequends
A 042333 1°613.1483 Baciies aorophibes straim #K 185 bosormal RHA partial sequence

o MR (42335 191 3- 1403 Bacilhs stalosphencus sirsn $1KF2s 165 chosomal RMA parsal sequence

! WA D42337 1 S20-1489 Sacius albudnis 4 15FD 185 rbosomal ANA pasrtal sequence

MR 1ERa30 10771445 Bacdis sernes stram MK 163 nbosornal RHA partisl ssquence

MR 128284 184 1483 Hacius daminens s siran MCCC 1800008 165 rhosomal AMNA patial seguencs
A 31784 10661434 Bachus saferse FOUSED 185 rbosomal RAA padial sequerce:

MR 110481 16741483 Bacilus smosphanicus siran 41KFFa 165 rbosomal RPA pankal seguenca

MR 042242 1:B66. 1434 Baches pornius siran ATCC FOEY 165 nbosomal RNA parbal sequerce

MR AR2TE3 1,805 1464 Bac s sdophanas man NBRC 15530 165 rigsoirsd RHA parfisl séquends

A D605 1-805.1 884 Baciies aropheers stram SJOW BOT0 Y85 nbcsnmal RUA parial sequence

MR 193003 1,.898- 1464 Bacilus sorgrenss shran NBRC 101734 1635 ibaimal RNA partist beguetice
N \EP608 164 5. 1403 Baciis swersn sirsn RRRL B.41254 1605 rbasomal A partial sequance

WA 1EAEES 10161464 Baclius bewenfonmrs stran DS 13963 | P patil sequei &

MR 137421 1:088-1366 Hacius parakchenformis siram #0180 165 nhosomal fRNA panial sequenis

MR 576 1616 1464 Bacthus haynesn sinmn RRRL B-41327 185 rbosomal R pandal sequence

KA 166085 1/894- 1467 Saclus psos simin BEMFT21 185 ibenomal RNA panial seuenos

MR 042338 5-608. 1A7E Bacties asraes simin 24K 165 nbosornal RHA partal ssquence

R 1RE073 1°810E- 1457 Baciis Whandormis sinen BORC 11702 165 ribasomal RbA partal cequence
MA 1535080 1-856- 1484 Baciies cherdiorms sican HERC 12200 165 nbosconal AMA partial ssquence
R GF4R23 1/ 315-1464 Bacihs Wnenfonmis stran ATCC 14580 165 nhasomal RNA panis sequence
bR 186262 1 BE0. 1414 Baciies haimolerans syan CFR.B5 1565 nbosomal RHA panial ssuence

MR 1E5203 1905 +4TT Bac s hafvioierans svan CR-118 165 ribosomal RAUA panisl sequenos

fF 187278 961 1. 1488 Baciis samenss KCTC 13503 stran PO-A10 185 nbosomal RINA partisl sequence
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Figura 12: : Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa PVG-2 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A histdria evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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3% —  NR 115083 141-547 Baciks halitokeeans siran DEM B2 165 ritsacarmsl FNA peral sequante
i NR 1286 1 24-530 Bacils subibks subsp. spaizent stran NERC 109230 185 rbosomal SMA partial Ssequence
m:ﬁ"‘ NR CU4B3Y 122538 Bacihs subtis subsp spizizeni sram NAAL 223049 185 nbosomal AMA partal seouence

o NR 185020 122-528 Bacihs halolgierans sram LD 22476 165 rosomal RNA pamal sequents

| I NR 15030 1°72-588 Baciks halolokrans siran CECT 5687 163 nbosomial kA parial pecuenca
Airs NR 136821 122523 Bacihus halklokerans strain LG 22477 165 nbosomal RNA partial sequence
NR 104873 1 40-546 Bacika suibtis subsp maguosonorn syan BGSC 3020 165 nt | RHA parial sequence
NR 024803 1 35-541 Baciks moavenss sirsn IFDI5T1E 165 rbosoms| RWA pamial sequenie
NA 192724 1 24-530 Bacius mojmvenss strain MBRG 15718 185 nbosomal FbA parial sequence
HRA18ET2 1 45551 Bacihes subbls stran MCOO 1789 185 nbosornal R parial sequence
WR 1921148 2:51-557 Baciks subids airan W 12115 165 rib | RFA compd F
HR 027562 1-34-500 Bac ks subils sirain D54 HEF 185 rhosomal RHA parial sequerce
NR 1860 7 1 2508 Bacthus suthls strain 8CRC 10266 165 rbosomal RKNA partal sequence
HR 1132651 24-530 Bacihs subils st JCM 1485 185 ritosomal RHA parsal sequence
NR §12629 1 74-530 Baciks sutibls siragn MBRC 13719 165 ribasomal NG partal sequoncs
NR TEEEET.1 44-550 Bacis nakamurai stram MRAL B4 1001 165 rbosomal RNA parhal sequence
MR G24888.1 35545 Dacibss valismaitis oo DEM 11007 105 rbosormal RNA parsial sequence
NR 113004 1°24-530 Baciks walismaitis sran NBRC 109236 185 rbgsamal RNA patial sagiencs
NR 024888 174-530 Hacils airophaeus stram JCW S070 165 rbasomal Rha pariial sequerce:
NR 112723 124550 Bac ik airophaeus stram NBRC 15538 165 rbosamal RNA parhal sequence
WR 185325 1°35-541 Bacihs namsabociss sirgn B-16 165 rbosomal RNA paris peguence
NA 118850 145551 Haciks amylolqustaciens OSM T sirain ATCC 23350 185 nbasomal AMNA partal segence
HR 16022 1225228 Hacilks amyickquetacens =ran BCRC 11601 182 nbosomal R partsl ssquence
NR 1128051 24-530 Bac ihs arylobguelaciens dran NBRC 15535 165 ribosamsl RNA panisl sequente
HR 117046 1 76-537 Baclhs anviokqialaciens stran MPA 1034 165 mbosomal RNA parkal sequinin
HA G4 1a65 1 24-530 Baciios amrylobqustacens sran NBRC 16838 165 rbosomal RMA patial sequence
NRAT7274 1 46552 Bacihs sismenss KCTC 13611 siran PO A0 165 nbosornal RAMA partsl sequence
NR 196240 1:12-513 Bac s velazansis svain CBMBZ0S 163 thosomal AMNA partal sequence
NR G005 2 51-55F Baciks velerensis san FEB42 His nocsomal HNA corpleie sequence
MR 302703 2 51.557 Bacihs subdls subsp subbie siren 168 165 nbozornal R complele ssquence
NR 1576081 4+4-550 Bac il swezey BIain NRRL B-41204 163 rhosonial FRNA parfial sequeme
I— NR 1164381 F-617 Bacilus aenus Sran MK 1857 al B partial e

MR- 2421371 50555 Baciks abitudnis 4 §KFIE 185 rbosomal ANA partal sequences
= wem | R 118441 1 4-509 Baciius siraosphencus siran 416F 28 165 rbogomal RNA pamsl seqeence
— R (42330 143543 Aaciis asophius sin 28K 145 rbosomal BHA pantial soquence
) mhi— MR -A16282 1 17-524 Baciks haktoksrans sran CR.86 165 ribesomal RNA paal sequence
—

HR G24008 1.17-524 Bacilhs weinamenss stimn 15-1 162 nbosomasl RNA partisl sequence

wis —  HR 113003 71 24531 Baciks sanoronsts strain NBRGC TIHEH 165 nbesomal AMNA partial seqpanca
100% Lo0% HR 026130 1 22525 Hacils sonorenss siran MRAL B-23164 168 rbosomal RNA parhal sequence

HR15TH08.1 44551 Bacihs hayress stton NRRL B-1327 165 nhosamal RHA partisl sequence

e HR 074023 1 44-551 Bacilus behanfornes sirgn ATCE 14580 165 ibosomal RMA pariisd sooendce
W"F NR 113588 .1 #4-531 Baciks bchemsforms sian BERG 12200 165 nhosomal AN partal sequence

e MR 042228 135542 Bacithes aenus sran MK 183 rhosomal RNA partidl sequence
#'E HR 110008, 1 44551 Baclks kehemdormes ghian DSW 13 185 ribasomal RNA parligl sequercs

fre T NR 196023 1 22-579 Baciks kehanlorns strsn BORC 11703 165 ribasomal BNA pamial aaquence

4Ty NE 1788580 1 45552 Bacilis bcherdommes sinm RCDO 1772 185 nbosomad AMA partial seguence

s, tnqudiresis s 400 165 rbasnmeal RNA panial sequence

n\ihi:
T NH1I&2E312‘ELMB=:IL=MMMLRllB1ﬁSrbusurrﬁRMﬂ.paMume
0%
s

NR 11820601 1-500 Bacius mojovensrs siran do 15718 165 nbosoma! RfA pariisl =squsnce
MR 118383 1 75-523 Baciks cubitis siram SEMP4 165 ribosomal ARA parisl sequence

Figura 13: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-3 ¢ as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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HR 115230 1.32-747 Bacikss haivlerans sian LWG 22476 165 ik RNA panial secy ]
MR 115063158788 Bacilus holslokrans svan DS 8002 1685 ribosomal RNA parhal sequencs
MR 115500 1 32.747 Bacilus haislolerans sran CECT 887 165 nbosomal Rha parsal sequence
HR 115807 1-32-T47 Bacilus hakslolersns syam UG 22477 185 rbosomal RMA parisl sequence
MR 115261 14- 719 Bacilus moprensis stran do 15718 165 nbosomal ARG paral sequence
NR 024853 1 45-T60 Bacias mrojrsrsrs ciran IFOM5T18 185 rbosomnil RNA parial sequence
MR 112726.1.34-748 Bacilus mojrensts stran MERC 16718 105 ntosomal A parial sequence:
NR 024831 1:32-T47 Batlus subtks salvsp. spahpens siian NRAL B-23020 1635 dbodamal RNA pailiél sequenie
MR 112580 1-24- 748 Bacilus subths subsp. spinioeni sirain NERC 101 23% 165 nbosomal ANA partial sequence
HR 104573 1 50-T65 Badilis 5iliks Suling . insqasonim Siran BESC 1A 163 ibassmal RNA partial sequincs
MR 104510 1 40758 Bacilus iequisnses stram 1o 185 riscenmal B8 partal sequence
HR 112918 2 B9-T76 Facillus subtks sran WM 17117 163 riosivs FMA Comphins sagqiersi
MR OET562 1 44-T58 Bacius subsks dran DS 10 185 ntosomal BNA panal sequence
NR 11601 1.33-T47 Baciies subtls siran BORC 10255 165 rbosemal RNA patial seguante
MR 11536 1 3-T48 Bacius subsis stren JOM 1486 185 nbcsomal BNA pardal sequence
NR 117620 1. 34-740 Bacilus suboks stran NBRGC 13710 165 rintaomal RHA partal sequinci
HR 118273 1:55.770 Bacilus subbls stran HCOO 1788 162 nbosoral REA parial sequence
NR 1TETE1 2 61-770 Gacillis subshks subsp  sutids simin 168 165 riosomal A completo sepence
WR 151897 154760 Bacilus nakamurs siran HRRL B-41061 165 nhosomal RNA partisl sequence
HR 02486 1°45-74 Bacilus valismons samin 05K 11037 165 ribosomal RNA pardial sequancs
NR 113504 1-34-T40 Bacibus valksmorts stam NBRC 101238 165 nbosomal RNA pirlisl ssquence
MR 04288 134- 748 Bacilus airophats stran JOM 8070 145 rbosomal RMA partial sequence
HR TTEP2 1 34-T40 Baclls aliophasss: san NBRC 15530 105 rbosomal RMA pail sequents
NR 115320 1 44188 Baciles nematocida sisn 2-18 #65 rbosomal AMA partial sequence
NR 118350 155771 Batiues amyiobquefacmns DEM T ciran ATCC ZEI50 165 riteranmal RAS furtal souenca
MR 118022 1 33747 Bacius amylobgueiacens siran 8CHC 11601 165 mbasornal AMA, partisl sequence
HR 112685 1 4-T48 Bacilu: amsloluafacming ciran MBRC 15535 163 el RAS farbal sequen &
HR 111348 138 187 Bacilus amylobquefarens siran MPA 1034 165 nbosomal RNA partial sequence
NR 081455 1 34-T40 Bac il amylobquslacans stran MERC 15535 165 nhosomsl RN (el sequence
R 1173741 56T Bacius samensis KETS 13843 stran PO-A W 165 nbosomal ANA partial sequence
NR 075005 7 61-T76 Bacilks wiegensis sirain FIE47 165 mdeamal RS complns saquence
MR TETEHE 1 ST Bacius swerey stran BRRL 841204 125 nbosomal RHA parisl sequerce
R 11EF40 1°77-T30 Raciluin wiesenas siran CANMBEI0S 165 ibosamal RN partal shguenci
MR 115382 1 27.74) Bacius halbotolerams sran CRB5 185 nbosomal RA partisl sequence
HR 113383 1 34-750 Bailus sonoremsls siren MERGC 101238 165 rtusamal RINA parmE sequence
NR (25330.152-748 Bacius sonorenss sinmn MRRL 823154 182 nbosormsl RMA parinl sequence
HR T57E0E 154-TT0 Eﬂuhﬂmﬂrﬂlmﬂ—ﬂﬁr 155 ribosoimal RNA partal sequence
MR 0FAS21 1 34-T70 Bacilus behersormis siram ATCC 14500 185 rbosnma RAA parfisl sequence
MR 113588 1.34-7A0 Bacilus ichendormis siran NERC 12200 155 mbosomal RNA pamal sequence
MR |1m154nu Gacillus boherdormis sirain DS 13 185 rbostmal RMA partisl ssquems
# Bacils bchersdor mis strain BERC 11702 165 nhosomal RHA parlsl sequence

aciius subshs sirmn S20R4 165 nbosonal AHA pamal sequence
NR 115283 1 35-T50 Bacillos: hatslokrans svan CR-119 165 riboaoma FNA paris seoueioe
MR 116380 1 14533 Baciles airophasus stan HRARL HRS-213 185 nbosomal KA parial sequence:
NR 116186 1714-633 Racilus valismeonts: sam NRRL B-14800 1635 ribcaomal RMNA parmial sequmnch
MR 1 HET061 14823 Baciles mogresrsts stram MRS 8140000 165 nbosomal RHA partal sequence
NR G192 1°14-633 B lles: sublks siren NRRL NRE-T44 165 rbegomal RN panial sequence
NR 116083 1 14-65) Bacilus subfis stram MRAL B.4215 165 rbosornal ANA partial sequence
HR 115188 114-633 Racllus subiils subsp . inpgquosnnim i NRFS, B-73052 155 ikosomal Rl pama? seoquence
MR 1TE507.1. 14530 Bacibus subtis subap . spinzers strain NRAL B-F1048 185 nbosomal R parial sequence

Figura 14: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-12 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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KR 1185602 10721482 Bacilus census ATCC 14679 165 rbozomal RRA parhal ssquence
A 114581 1:872-14282 Bacilus thunngisnss siram ATCC 107592 1565 ribosomal RNA partial sequence
FR 112366 18831474 Bacbus census sram S04 29562 185 rbosomal RHA partial sequence:
WA 112780 18621477 Bacilus thunngienss siran KBRC 10173 165 rbosomal RHA patial sequence
WA 11880 18611476 Bacilus ceneus siram HBERC 15306 165 nhosomal REA pamal sequence
R a7ahsl 10001512 Bacifus coreus ATCE 14670 165 rhosomal REWA (rmid) porlol sequence
WA 043403, 18214865 Bacilus thunngiesss stram M 12077 165 nbosomal RHA pamal sequencs
R 1R 16214855 Bacilus coneus stain Bl HICS 155 rbosomal RHA pariia sequence
WA 115714 18R2-1507 Bacilus coneus sran GOl 3010 165 rbosomal RNA partial sequonce
KF 15677328 1 982-1507 Bacilus paranthvacis stran WCGT 1ADCGEE 165 ribosomal HNA paria sequence
HR 157735 1-BA2-1507 Bacilus probechyicus siran MGG 1400385 165 nhosomal RNA panal sequence
K 170404, 1104 3- 1538 Bacilus fungonem stran 17-5W5-01 185 ihosomal RMA pamal sequente
HR ASTTH 1BR2-1507 Bacilus mabiks stran MGCC 1805042 165 nhosamal RMA parmal sedusnd
KR, 152682 1:802-1507 Sacifus wiedmannd siran F3L WH-01689 165 riccomal REA panial sequence
R 157733 1°0R2-1507 Bacilus pacBous stran MCCC 1ADG1A2 165 rbosomal RMA patal sequance
HR AZ1TG1. 1 878-1504 Bacilus toyoredses siran BCT-T112 165 nbosoms RRA pamsl sequente
i | ] WF 33880, 1-858-1453 Bacilus rmycodes stam 273 165 nbogomal RAA pamal sequents

NR (22507 1:876-1501 Bacilus nycoides swain DEM 11821 185 ribogsomal RMA parial sequende

WA 115083 1°838-1461 Bacilus rmycordes stam ATCC 8482 165 nbosomal RMA panal sequente
w |  HRO113008 10821477 Bacillus irycokies Strmn NBRC 1M 230 165 dbosomal RMA parkal sequends
ey 1 HF 130001 BE2- 1477 Bacilug rycoides stam NBRC 101228 165 nbosors RMA panal sequence

MR t5TT36. 1 BE2-1507 Bacilus trogetus siram MCCC 1AD1 408 185 ibosomal RMA parkal sequence

e 1 GTTEZ 1 BA2-1507 Bacilus nitvalireduc ens siram MCCC 14007 32 165 nbosoma RAA parsl ssquence

1o by L: NP 157720 1 0021507 Bacilus b sian MCTC 1ADDI50 1685 ibosoma RMA partal sequence
07, M 1577201 0021507 Bacilus albos sian MOCC 1ADITE 1ES ibcesornal RMA parlial seouence
2% PR 1STTI4.1.802.1507 Bacilus paramycodes stran MCCT 1AD4090 165 ribosormnal RMA paral sequence
R 1130011 0839477 Bacilus peeudorycodes strm HBRC 101232 183 nb Feblh, partal &
i R 074014, 10021505 Bacilus cytotooocars siain MM 391808 185 ribosarnal REA partal sequence

—
ot — R 1RE2ER.1 8311443 Bacilus bngrmayongenss siram FAAT- 13831 165 nbosomal RMNA partsl sequence
NE (20638 1-670. 14565 Bacfus funcuirs stran RAFO0T 165 nbosormnal RNA partisl sequence

P24

Figura 15: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-24 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR AN 1:24- 1095 Bacilos cereis stran JCM 3162 185 nbesomal RMA partial sequence

MR 1 E45E) 1 34-1045 Baciks coveus ATCE 14573 165 riposomad RMA partal sequence

MA BT 4540 1 511062 Bacikus coreus ATGC 1451 165 rbosomal RMA (] partial sequence

B 1 EG30, 173 03 Bacis cenees sirain MERC 15305 165 nbosomai ANA parlial sequence

A 115714 1:44-1055 Bacilys Cemess siram GOM 2000 965 ribgsomal RNA parial sequence

MR 157729 1°44-1055 Baciluz abus stran MOGT 1ARZ 146 165 riboeomal RNA partial sequence

MR 157730 1 44-1055 Bacilus il Siran WCCC 1AB035D 163 nbosomal RMA panal sequence

MR 157712 144- 1055 Bacile: nrmreducens siran MCCC TABITI 165 i FHA partisd deguence
MR 157734 1.44- 1055 Bacilus pargmycoides stran MCCC 1ADM08H 185 ribosumal RNA parlial sequence
MR 157738 9 44- 1055 Baciles Fopcus stidn WCCS UAD1 408 185 fibosormal REHA partial sequence

MR 116620 1:24- 1095 Bacilus cevews siron W 126806 185 nbosomal RHA parinl sequence

FIR 163083 1:44-1065 Bacius wisdmarni strain FEL WE-D183 1865 rboscmal RMNA partial sequence
MR 1704 1:75-1006 Bacikus fungonem siram 17-SWS-01 165 nbosomal RAA parisl sequence:

MR TETT2E 1:44- 1065 Baciks protechicus siran MCCC 1AD03EE 145 nbosomal RWA perlial sequence
MR D3EEED 1261001 Hacilus mycoxes siran 73 165 nobosomal RMA pamal sequence

BB 1EAE 1241035 Baciks mycoxes stran MBRC 101238 165 nbosomal RNA parial soquence

KR 112060 1-24-1035 Bacikus mycoses stram NBRE 101228 165 nhosomal RHA partal saquence

M 24657 1:35-1040 Bac ik mycaades siram D5M 11821 145 nbosomat FNA panial sequence

MR 157733 1:44-1055 Bacfkrs pacficys siran MDOC 1AD8102 165 nib o FNA paritd gon ]
B 157728 1.44-1055 Bacikes peranihracs sirain MOCC 1ADCERS 165 ribosamal RNA parial sequenis
100% 120% R 112780, 1:24-1025 Bacikus Swringensis siran NBRC 101235 165 ribosomal RNA partial sedquencs
B 15TTIA 1441055 Bacikes moliis stiain WCOC- TADSDHE2 165 ribosormal FNA parsl sequence
P e R M40 1 241026 Bacillus Snringerss stian WM 12077 165 rbasomal RNA partid sequence

p— e MR F2TTEN 1411052 Bacikes toyoreres siran BCT-T112 185 nbosomal FRNA partial sequence
150 MR 114581 1.24- 1045 Bacilus Swrngensis stram ATCC 10782 165 ribosomal RNA partial sequerce
r— MR 113851 1:24-1035 Bacilus pseudomycoides stran HBRS 101232 185 nt EHA portish -
. iwes L— R 114422 1451050 Bacilus psrudomycoides 165 ribosomal RMA partial sequence

BIF 074844 4 44-1055 Bacihus cpoteocus stram MyH 38188 185 nbosomal RMA partal sequence

|_ M VSR 1-32-10K5 Hacikus spongse stram 13580 107-10 185 nbosomal RMNA partial sequence
150% |_|: MR D4 1842 1:47-1H0 Bacilus acdicoi strain 105-3 165 nbosomal AN parial sequence

1o0% MR 3R 1 37-1040 Bacikis ginsengihumi siran Gaod 114 165 nhosamal RNA partial saquenca

% MR 41248 1.9-085 Bac ks anffvachs strain ATCC 14576 163 rbosomal RNA patial sequencs
% — MR 115593 10-1011 Baciks myooedkes: sirain ATCC 5852 185 ribosomal RMA parlial sequence

L— 1R 024600 117-1020 Bacihs wenamensis siran 15-1 185 bosoms RiA panial sequents
MR 13702 51- 1081 Bacikis mansheni siran YR M13235 185 dhogsomal RMA complete seqpencs
PR 0267 44 1241004 Bacilus haimapabss sirain D3M 8723 185 nbosomal KA panisl sequence
MR 102641 24- 1035 Bacikus murals stran LWG 20228 162 rbosormal RNA partial sequence
MR 042083 1:24- 1035 Bacibos murais stram LISG 20238 165 nbomormal RNA partial sequence
MR (42286 1:22-10234 Baciks heshersienersis stram 0215 168 rbosomal RHA partinl sequence
MIRLOEET Y 1-24- 1033 Bacihes hcSereress siran LWG 18422 155 nbosomal RNS parial sequerce
MR 168143 1.44- 1053 Baciks soistvee stran NEAL-chshh 15 nbosomal RMNA partal sequence
MR 02573 1-34- 1038 Bacehrs shackeions stran LWG 18424 185 nbosomal RNA partial sequerce
M T4B2T 1 74-1403% Baciius hakooenss siran G889 165 mosomal RAA panal sequence
MR 1 HE43T 151016 Bacikus mansfad sirain TF-11 185 ribosomal RMA panal sequence
MR 025240 1°24-1025 Bac Bus marsfaa siran TF-11. 165 b wl AMA partal 580
P 14824 4 Bacilss BEngmayengenss slinain FIAT-13831 163 ribogomal RHA panial sequence

MR 1155 1 2-000 Bacikss costilenss md-4 165 ritsomal RMA parial ssquence

BR 117404 13023 Baclhus marcorestinclum Sran 100 165 nbosomal RAA partal sequence
MR 1256530 1 42001 Bacilus mankporerms siran BLA-G 185 nbosoimal AAA partsl ssquence
MR 1HE844.1:0.858 Bacilus gaemokenses sirain 8L3-8 163 nbosomal RMA portial seguence:

Figura 16: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa PVG-16 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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M 10474% 1 8GT-1483 Bacikis suttsmaneus. sirain COOO0B 168 rbosomal RS patial sequence

PR (0 1 6001 465 Hacilus polgsl stram YH-A0 1S nbosomal RNA partial sequence

HF 044775 48321400 Baclks bororiphiiis stran T-457 185 rbasomal BNA partial s e

B 42274 19241480 BacBus forannis ginan CVE 163 nbocomnial RHA parial caquence

A 3TE2 § 9101485 Bac ks ioparand sinan BMP-1 63 ribgaomal RNA partial ceguente

MR (43662 18211476 Dacius iribbersiz siran BTOB) 195 ribosoreal RMA pansl sequente

MR 117383 4 6021457 Bacihes deset strgn IL0-R 165 rbosamil RNA parlial sequeice

BIR 148 TS 182001475 Baciks mesophaius sran 384 163 nbosomal BNA parial segaence

HIA 123704 28071 407 Bacihes kanshern siran Y M13235 185 nbosomal RHA complete sequence
WA 11TE54. 1:514-1468 Bactkrs shaniangensis sran JEM 099021 165 nbosomal RHNA partial sequence
HF 028144 18101465 Baciks hamapakes stran DSM 8723 185 nbosomal RWA partel sequence

A 162650 1 5791434 Polygoniaciius mdcmeducons strain nd-8 145 fbosomal RNA partial sequence
R 144715 16301485 Rocilus tests siran SIT10 165 ribosomal RAA parmal sequence

B 14T362 1 GR0-1465 Baciks dakarensis shroin Marsesbe-P3515 165 nhosomat RN pariial sequance
PR 10840415301 405 Bac Bus goshedi sirsn WCT 4585 165 nbosomal RMA parial sequence

R 025372 19791450 Bachus shackislond sirain LWG 184735 165 ribccomal RMA panial secuence

B D378 1 296-1471 Bachlus greergihums siren Good 114 163 qb i FENA, partial seq &

B 11705001 8291404 Bacilus boche strain WCC 4582 162 nbasormal RNA parlisl sequence

B 04042 § 2361401 Pacihes acahcola stran 105-2 185 rbosomal RNA parhisl sequesrce
BR133T00 1 8301386 Baciius enciensis stran SG0-1123 1465 rbosomal RNA partal sequence

R TAE2TE 1 81114668 Bacikes hakouenses stran C-89 165 nbosomal RBA parkel s=quence

BIR 118427 1552.1447 Bacilus marsfiav stran TF-11 165 nsosomal RMNA partal sequence

PR 113965 1 T80T Bacikes wetnamensis stram NERC 101337 165 nbcesomal R4 porbal sequencs
P 7286 1 510-1464 Baciks hvbersinrenss siran D-15 165 nbosomal HNA parlial secence

AL 158045 18601506 Bacilus iocasse sirain 535 185 b =l A pamal sog 2]

MR 106506 1 534-1409 Bachius eseniae stram A1-2 165 nbozomal RNA panial cequence

MR 114082 1 9101465 Bacilus hatevenss strain NERC 102448 165 ibosomal RHNA partial sequence
MR DIGTEE. 1 9101485 Bacilus baavensis strain IDAT 115 163 rbosormal RNA gene parial ssoquencs
MR 13771 812-1487 Bacihes pocheonensis sirain Gscill 420 163 ribosomal RNA panial sequence
R IGET48 1 630-1486 Bacilus orcenms stran GLE 165 nhosomal RENA partisl sequenc e

PR 1 4085, 1 B4E-1 401 Bacihus deentensis stran RBRC 102427 158 rbosormal ANA partal sequence
PR OG0 1 B4E-1401 Bacikes drentersis siran 041867 165 nhosomal RAA parial sequence:

PR 146034 1 E57-1442 Bacikus degresses strain 821 185 wal RdA parsal sog e

A AT f SN0 1468 Bacikus nacmi sran NERC 155 185 nhosnmal RS panal sequence

B D24EG5 1.803-14TH Bacilus macmi stran IFD1 5566 165 ibosomal REA panal sequence

HA 108452 1 8731420 Bacilus porgahionreseshors sain D22 165 ribccoenal RRNA pamal sequence
MR 116474, 1.796-1351 Bacilus homecksse sirain 1P01 50 1635 riasomal RNA partial soquence

MR 117285 1 8E3-1107 Bacilus steansednnis @ram H2 185 nbosonal RNA pansl sequence

R 112635 1 9121487 Bacilus s strain NBRC 15308 165 ribosomal RMNA partsl sequence

TR 025047 1 58021484 Bacilos Srrmus siean WM 12484 185 nbosomal RMNA porlisl sequencs

B (4540, 1600, 1486 Bacihs nestsoni sirain D5 15077 185 nbosomal RHA partad sequence

ME 113000 12121280 Bacilus fexus strain HERC 16715 185 riboeomal RNA parial sequerce

FR 0246570 15551401 Baciius fewus stram FO1ET 1S 1S nbosomal RNA partial sequence

MR 104284 18191467 Bacikus murals strain LG 20028 185 rbcsomal HHA partinl sequencs

PR, D0 1.@10-1967 Backius muralis sirain LG 20238 165 rbosomal RNA partial sequerce

HF 115064 4 927-1807 Brevinactnnim rigortolanans stnen OSM BR0M 165 nhosomal RMA parlial soquancs
MR A1TATS 19251401 Bresitactenum rgorolerans strain DSM BB0T 165 rbosomal RNA parliad sequenca
MR 113726 4 9I0-1466 Bac ks samphex NBRC 15720 DS 1321 165 ribdsamal RMA pamal seqiene
BR 114915 1.990-1468 Bacikrs ssmpiey stran LMD 11160465 ribosomal ANA patial sequerte

FIR 118808 1 010.1488 Bacikes galcwnss strar BELP.Y 145 ibosomal RMA padsl sequence

200

Figura 17: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagdo
entre a cepa PVG-19 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As andlises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niumero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 113768 1 78-T15 Bacdus cerens suan JOM 2153 185 nnsomal ANA partial sequence
NR EH4552 1 3R T25 Baclus cersus ATCC 14579 163 rhosomal RNA partisl sequence:
NA 078540 1 5 T4Z Haclus cerens ATGC 18570 165 nbosomal ANA (rma) parial sequence
MR 812830 1 27-T14 Bacidus cercus stram NBRE 15305 185 rbosarmal RNA partisl sequence
NA 116714 1:£8.735 Baclus Cereus siran COM 2010 165 nhosomal RN parial sequence
WR IETTZE01 E8-T35 Baclus altas: siigry MEOC LAGTH 45 165 sbaosomal RMNA parisl sequence
WA 5T 188735 Baolus jub stain MCSC LAGGASS 165 ribosomal RN partial sequence
NR S5TT32 1 &5-T35 Bacdus rilslredssns Siren MOCC 1AD0TE2 163 i | PN parti il Bty
MR S6TTE4 1:88.735 Baolus parammyoodes siran MCCT 1804068 165 nbosamal RN pamal seqoence
MR I5TT38 1 £5-T35 Baciis nogicus stian MECC 1400405 1635 mdsamal RNA paimial eduei.s
MR 11652 128715 Baclus cerevs syam WAl 13806 165 nbosomal RNA partil sequence
NR F5265F 1.48-T35 Bacdus wadmannd siran FSL WE-0160-1635 rhocemsl RHA parial sequin: s
MR AT 0541 P76 Baodus fungorum stram |7-SM5-00 165 nbosomal RHA parnl s=quence
WA EETTIE 1 48-T35 Bacdus prolechicus siran WCOC 1 ANERE 165 nhosema RNA panal coquencs
A G030 120711 Backus mycodes siran 271 165 rbosomal RMA paral sequence
MR 81300 1 28-T15 Bacillus rrycodes siran MERG 104238 165 aosomal FMNA pamal segence
MR 81 2 § 20715 Backus mycoxdes stran SERG 10023 185 rbesamal R parhal segquence
NR D2as07 4 42.779 Bacillus mycodes stran D5W 11231 165 nbosomal RNA porlial sequence
WA £ 58 1 6601 Baclys mycodes stram ATCO 8462 185 rbosomal RNA panial sequence
NR S6TTE2 1:83-T35 Haclus pachicus stran MCCC TADG 182 165 ribosomal RIS, pamal Sequence
NR 577251 48 735 Bacilus pararthiscs stine MCCC LAMGIDS 165 sbosomal RNA paibdl sequence
NR 12780 128115 Bacillus thunngenss stiran MERG 101235 185 nbesomal R paral seqence
MR FETTH 1 48-T35 Badbus robils siran MCOC 1AKI42 163 iisoival RNA pabal sequanie
MA 043403 128 715 Haclus tunngensis sirain @M 12T 165 nbosomal RbA partal sequence
NR E21769: 1 45-T32 Bacilus teporenes sran BCT-T112 163 b i RN pavial sagience
NA §1a581 138725 Haclus tunnpenss stram ATCC 10782 185 nbosoral RHNA partal sequence
NR 113891 1 28-T15 Bacilus pesudormycoelos siran MBRC 108232 1835 rboaomal Fb parmisl seguenie
MR (78314 1:£8-T35 Baolus cytcbonous siram NH 30180 165 ribesomal RNA partal sequence
MR 041943 1°51-T355 Bacilus aciloola siran 1065-F 165 rikosomal AR parmal seguance
HA #18&%F 1307 Baolus sporcthemodurans siran W215 385 rbosomail RS paral ssquence
NR 113800 125714 Bachus s stran MERGC 15715 165 bosomal REA paral sequsence
MR el 130 152 708 Stapirdococcus Seumetts stram TS 18808 165 nbossmal RHA porisl sequence
HR 041378 1 77-T02 Saphdacoccus soiun subsp rdenium sirain GTC B34 165 nbosamal FNA parsal setuence
MR 31327 1 50706 Stapthndococcus scum subsp camalcus svan ET5 1237 1828 pbozsoral RHA partal sequece
HNR 41248 11-685 BacBus anhiac s Firen ATCC 14578 165 riesomal RAA parial soquence
HR B27215 1-30.715 Sinphrfococcus el slram G052 185 rbosomnl RNA partid seguence
A E42286 27-T12 Hacllus herbersterenss stan 015 185 rbosomal NG patal sequenos
MR )82 1 5073 Bacdus peeudormycmsdies 165 itoanmal RMA partisl segquence
43 e goius lioraks siran 5W-2t1 163 nbozomal RA parial sequerce

aciluss lucderenss son LG 1472 105 rbasomal ANA partial seouence
NR 850143 165753 Bacillus sobsboes sren NENUCEShS 165 nbrsomal RNA partal sequerce

WA 025372 1228 713 Bacdus shackistons siran LG 18£34 145 rbosomal RNA pariial sequence
NRLE1BESE 1. 27-T12 Bacilus galic eris sirsen BFLP-1 185 rbeaamat AR panial seqesne

HR EE1E9T. 128 733 Bacilius roksrmur stran HRAL B-41091 165 nbosomal RMNA partial sequence
WA E4HETY 1 28-T13 Aacilus haliouengis sirain C-B9 163 Mdsomal FEA parial sequence

MR 01 84ET 1 6.604 Baclus mansiien stam TF-11 162 nbosomnal RHA partiel sequence

WA 16644 1 3-625 Bacus gasmakensis girain BLI-A 163 ribasomal RHA paral sequencs

MR E255M 14671 Backus maniponenss siran BLA-G 1685 rbosomal ANA parisl seguenice

NR $4H745 11-883 Baclus bingmayongenss sirain FIAT-1383 185 nbosomal RNA partial sequence
NA 11741413610 Baciius marcoresincton srmn L0 155 nbosomal RMA pertial sequence

Figura 18: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-23 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O niimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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HR 113260 1 36-741 Hacilus ceners strain JCM 2152 165 nbosomal HHA paral sequence

WA 1145021, 39-T51 Baclus cereus ATGO H45TH 165 rbosemal RMA paial sequende

NR 074541 1:56-T608 Bacilus carcss ATGC 14578 165 ridaomal RMA (] pamal sequence

HR 112630.1.28-740 Bacius cereus snsin NORT 15305 165 ribosamal RHA, parlial sequence

MR 115714 145781 Bacllus cereus stran COM 2010 185 nbesomal RMA padial s=quence
HR1ET7T28.1:4%- 761 Baciius abus stan MCOCG 14021 48 185 rbosomal A partal sequence

NR 157730 1:45-761 Hacllas ub siram MCGE 1400345 185 ribosomal RHA partial sequence

NR AGTTI2 145161 Bacius niratredicens Sram BGOG 1AKITIZ 1635 nbesomal RNA pamal seijuence
HR A5T734.1:4%- 781 Baclus parsmyoonies sirgn MCCT 1ADSI0E 165 rbosomal RNA parfial sequance
MR 1STTI6.1 48781 Bacilus opcus siran MCCC 1801408 165 ribosomal RMA parial Sequence

MR 115528 1 38741 Bacllus cereus siram B 12805 185 nbosomal R partial ==quence

R 16303 1 4571 Bacilus wedmanm siram FSL WE-0188 155 rbosomal RAA partal sequence

NR 1R0404, 1 B0-FU2 Bacikis fungonem stram 17-SM5-01 165 ribnsomal RNA, pariial sequence

NR 15TT35.1 45761 Bacilus probeoiyicurs siran MCCC 1ADNEES 163 nhosomal RMNA parnial sequence
MR 035880 1:25-T3T Bacillus mycoides siran 273 165 ribecomal REA panial sequence

mlh_ MR 113808 1 29.741 Bacilus rycocdes stimn NBRC 101238 185 ribosomal RNA pafhal sequence
% i
e iy R 1138580.1:26.741 Bacilus mycodes strain NERC 101228 165 nbosomal RNA partial sequence

g | r—  NR 028807 1 43756 Bacius mycodes siran DS 11421 185 nbosomal RAA partial sequence
wos S HR TIS0S3. 8 8-T1T Baciius mycoides srain ATCE B462 165 mhosomal FINA partial sequence
i —  NR 157733 4'45-761 Bacilus pacficus stran MOCC 1AGRNER 155 nbosomal FNA pamal sedusnca
L MR 1577208 1 49-781 Bacilus parareacis stram MCCC 1800205 165 ribosomal RMNA panial sequence
m% i = MR 112700.1:28.741 Bacihis thunngenss sran NBAC 104235 165 rbosoiral RMA, partis seguence
L— MR 167721448761 Bacius mobiks siran MOGC 14055842 165 ribosomal RRNA partial sequence
e HR 053403 1 36741 Baciius thunngiensss stram B 123077 165 nhosomal RHA parisd sequence

s o | —  NE1Z1TG1146-T50 BacBus toyonensis stram BCT-7112 185 nhosomal RNA partia sequence
worw l— R 114581 1:38-751 Baclus thunngiens:s sram ATCG 10792 165 rivosomal RMNA paniisl sequence
o r— NRE 112881128741 Bacikrs paeudomycoides siran NBRC 101232 165 nbosorns RMNA patal sequence
to% e NR 114422 1 50762 Bacilus pseudomycoides 183 rboscmal RMA parsal sequence
L T WA 072814 148 761 Baclius cytobomcus stram NY'H 381598 165 ribosomal RN partial sequence
. NR 021843 1 83- 764 Hacllus acdicela mran 106-2 165 nbosomal RNA parial sequence

HR 116644 1 1562 Bacilus gasmoaensis siran BL3-6 165 nbosomal HNA parmal sequenca
HR 1255301 4-50T Baciks manlipoenanss sirgm BL4A-6 165 rihosomal RNA partisl cequence
MR 148240 1. 1-700 Bacilus egrmayongendis S FIAT- 13831 1685 rbosomal RN partial ssquence
MR 117414, 1. 2-830 Bacilus marcoresSne um stran L0 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 0261441 £2-730 Bacilus halmapaks stram DSK 8723 165 nbosomal RMA portial sequence

R 041248 11401 Baciks anthracs stran ATGG 14578 185 nbosomal RMA partal sequence
MR 04307 5.1 25-T 38 Bacllus Soraiis strain SW-211 1635 ribosomsal RMA, partial seguence
HR 133704 2 56785 Bacihis lisrshen strsin Y 13235 165 ribosomal REA complele sequence
MR 02551 1.1 28.738 Bacillus cilerenss srivin LG 18422 163 rbosomal REA pariial sequence
MR 1 T6A88 1:28-738 Bacilus galicensis stran BFLP-1 185 nbosomal RHA pariial sequence
NR 026373, 1 26-T38 Hacilus shackieloni sirain LG 1H435 165 rbosomal ANA paral sequence
NR 148273 1:25-730 Bacius hakouensis siran C-89 165 rinosomal ANA partial sequence
R 118437 . 30-T20 Bacius marrfa stran TF-11 1635 ribosomal RRA parkal sequence
MR 025240 F:28- T30 Bacius martsfiaw siran TF-11 163 risosomsl RMA parhal sequence

Figura 19: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-15 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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NR 1150201 27-584 Bacils halololerang dran LIWG 22476 165 ritosomal RNA pamal cequents
anlmummmmmmpﬁumrusmmwsqmg

NR 116830127584 Bacihes halolnlerans siran CECT 6387 165 nbosomal RkA partol sequence

HR 185831 1 27-584 Bacihss halolglerans sram LIWG 22477 165 rtosomal RNA pamal sequencs

NR DE4683 1 40-587 Bacils mojavansts siran FOIST1R 165 nbasomal FNA partial sequerce

NRL 913725 125568 Bacihes mojavenss strain HESS 16718 185 sbosomal R partial sequence

NR GE4831 1 27504 Bacike suilttis subsp spinzen stram NRRL 823049 185 risosomal R, partal sequence
NR 112686 1 25-586 Baciks subils subsp spiizant siran NERC 101238 185 rbosomal RHA pania sequerncs
NA 104873 1 44600 Baciius subils subsp inaquosonam San BGSC 3428 165 nbosomal FHA partial sequence
NR 18872 1500807 Bacihes subthls stran MCDO 1789 185 nbosornal R parbal sequence

WR 1921148 2:56-51.3 Daciks subids aingn W 12115 165 rib | RFA compd F

HR 0Z7T5A2 136558 Baciks subils sirain DS HEF 185 rbosomal RHA parial sequerce

NR TR60M 7 1 27.5584 Bacthus sutls strain 8CRC 10266 165 rbosamal RKNA partal sequence

HR 1132651 20585 Bacihs subils st JCM 1465 165 ritosoma RHA parsal sequence

NR §12629 1 79-586 Baciks sulibls siragn MBRC 13719 165 ribasomal RNA partal sequoncs

NR 102703 2 55613 Baciles subils subsp. subhiis sirmn 188 185 nbosarnal AMNA complele sequence
HR 1510071 45606 Dacibrs nakamara siran NRRL B-11081 165 ribosomal RN, parisf sequerce

NR 024606 144501 Baciks walismaitis sran DEM 11008 165 mocomal RNA parial ceqiianis

NA 113984 129555 Haciks valksmortis sram NERGC 1017308 1ﬁ‘smﬁmm-uq¢me

NR GEABEE 120505 Bac s atrophaeus siram JCh 8070 163 rbosomal RKA parhial sequence

WR 112723 1 29-586 Baciks alrophasus Sram NBRG 15538 165 ribosomal RINA paial sequende

HR 16325 1-40.507 Haclks nemaloc it sirsn 8214 165 nbasomal RMA pariol sequence

HNR 118860 1:500607 Hacikes amylcbquetanens 05K T sirn ATCC 23350 185 nbosonal R4 partal ssquence
HR 118022 1 27584 Bacihs arrylobguelaciens dran BORGC 11801 165 bosomal AMA parlial sequence
HR 112685 1 79-536 Bac lhs anviokqialaciens stren NBRC 15535 165 ribosamal RNA pamal saquinc e
NA 117846 131558 Bacils amylolgustanens stran MG 1034 $05 mbosomal AN partal sequenoe

HR (414551 22586 Bacihs smyiolguelsciens siran HBRC 13515 185 ribosormsl RMA parmil sequence
NR 117274 1:51-608 Bacile siaircia KCTC 13513 siran PO-A10 963 nhasormal RNG paral sequance
NR 1a2al 1 17574 Baciks velerensis sran CBMER0S 165 nhosomat AMNA partal sequence

MR GT3005 2 566173 Bacius wiersrrs siran FRE42 185 moosomal RMA complels sspence

NR 43288 17 10-556 Bac il drensis siran SHC 4352-2 165 fborsomas ANA partal sequeiice

NR VI0ZAT 12-558 Falsibacihus palhius stran GV T 165 nbosomal ANA parial sequenco

NR 112837120505 Bacihes pumiies stram MERS 12062 165 nbosomal RNA parial s=ouence

N 193845 1 25585 Bacils salensd sirain NERC 100530 155 rdosomal RN, partial sequents

HR 148708 1 45005 Haclks rhangriouenss stran BWOOC 1408372 165 ribogamal RNA paial spquerce
NR 116334 125585 Baciks pumius siram GF 6267 185 nbosoma RS partial sequence

HR 148707 1 42605 Bacikes sustabirans sinsn MCOC 1ADS7ET 163 nbossmal REA panid sequence
MR 148244 1 45505 Bacihs samenanss simen MCCC TANHIIA 165 nbasomial RNA partial seguence

HA 198438 1 12582 Bac ks aenos sran 24K 165 nb FHA parial sequerce

NR 42337 1554611 Bacihs aliudnms 4 1KFIE 165 ribosomal RNA parial sequence

NR 198441 1 9565 Bacilhis shrabosphencus siram 41HF2a 163 rbosamal RHA parial sedquence

HA 042339 1 45604 Baciks aerophius stan JHK 165 rbosomal RNA patial sequence

N 42358 108604 Bacithes sirstosphencus sirain 418F 2a 165 nbosomal RAA partisl sequence:

iH TH -5 Hac s haktolerans siran CR-85 185 ribosamal ANA pamial sequence
NR 04232421 1-556 Bacillus pumiles siran ATCC 7061 153 nhosomal ANG partial sequence

NR 407041 1.558 Dacihos sdlenss. FO-360 103 ibasomal RiA partal segience

NR 104919 1 36-592 Bac ks quisnsis siran 10b 165 rbosomal RNA parial senuence

NR 118200.1-3-558 Bacih e mojavensis siran do 16718 1825 nbosomal R4 parial ssquence
NR 110381 1 34584 Baciius purrdles stain SEMPE 165 ribosomal ANA parfal sequence

NR 116101 1 1-550 Bacikes purikes sirsn NRRL NRS-ZTT 165 rioeomal RNA pamal sequance

Figura 20: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa PVG-27 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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MR 116251111748 Bacilus haloltkerars simin CA-05 165 nbocamal FNA pamal segquenc e
NR FEEDED 1154 TEd Blacibus balotokerars siran C3M 8B02 165 ribomamal RAA parial sequence
NA 81580511 15-T4% Bacilus halolokrans st LG 22478 165 nbosomal RIS partial segence
HR 11580011 15-T45 Bacibus kalokrars sian CECT 5687 163 nbosomsl RMA partal sequence
NA 116831 1115744 Bacilius halolokerans stain LG 22047 T 165 ribosomal Afs parhal sequence
HR 116250 1 BT-T17 Bacdus rgeeenss sran fo 15718 185 ribosomal ANA parisl ssquence
WA G2edad 1122158 Bacilus mojavensis stran FO16113 105 rbosomal RMA pahal sequence
NR 272511 17-T47 Batilus imojavishisid seian MBRC 15710 165 nbiiinal RMA partal Setjusecs
MR B 615114631 Bacilus mogvenss stan MRAL B-14652 105 rbosomal RMA partinl sequence
MR 506 1 137-T67 Basibus cwezey slian HRAEL B-212%4 165 rhiraginal RNA paflial soqiiece
MA G283 11 15-T45 Bacibus subfis subsp spuern stram MARL B-F3040 165 rbosomal RNA parsal sequence
NR 12886 1 117-T47 Bacilis subtlis sobep. spingei slran MERC 101123 165 rib i ANA parmal o
MR A PETET. 101631 Bacius moblis sutesp. spreens straen HRRL B-23048 165 rbosomal RHA parial saquence
WA F02873 1133763 Bacilus subitls subsp naquosanam stram BESC JAZS 165 phisomal RNA parisl st e
MA 1161881 1-831 Backus sibtis subsp. requosonam sirmn NREL B.23352 16% nhosomal BHA parisl sequence
MR E0E01% 1173753 Bacilus tequiensis sinan 104 165 ihosomal RAA paral sequenca
MR B 1 1 10740 Backus subtks srmn SEMPY 185 rbosomal ANA partial ssquence
HNR B1#11E 2 144-T74 Bacibus subtiks stran B 171 1 185 nhesomal RNA compiote sequenca
NR R2TEEE 1187757 Bocibus subtls stron GSM 10 165 ritscemimal FkA parinl sequence
NR 816017 1115745 Bacibus subtes stran BCRC 10255 185 nbosomal RNA partind soquencs
MR 113255 T 117747 Bacibus sublis stram JCM 1465 163 nbosimal RHNA paftel sequence
HH FI28251117-747 Bacilus subtis strmn NBRE 13718 185 nby i FEHA partal ]
NREPEI9E 11-831 Bac#ns subliis atiae NRRL NRS-T44 165 nhosorna REA partsl ssquerce
MR P1618311-031 Baclus sublies stran NRAL 84218 165 mosomal AN parsal sequence
NR FIBET2 1135768 Bacibus subls srgn NCDO 1765 165 rbosirmal RNA padia sequonte
NA FO27E3 2 144- T4 Banbus subitds sobep. subties strain Fi8 155 nbosormal RAG compisle seqence
NR 5HR9T 1137-TE7 Bacilus rakanwra sfran NRRL B-108% 165 rosormal RMNA pari sequance
NA 1135541117747 Bacihus valismonis siren HBRC 101258 1S nbosomal ANA partial seouence
MR 24606 1°1357-763 Batibue wallemons sl DM 11031 165 esomal RS pamal Geguenc
KA 116188 11631 Bacius vallsmons siran MRRL L 14280 182 nbosormnal RWA partial sequence
NR METE3 1 117-T47 Bailus strophais sirain NBRC 15538 185 ribasomal AMNA partia secuante
WA ETE1S0 11631 Bacius strophaeurs strain MRRL HRS-2 13 165 rbosomal RMA partinl ssquence
NR 0348555 1 117-T47 Bacilus sirephams strin JOW D070 §65 rbasomal RNA panial segenis
M0 I8R50 1 158 TEl Bacibus ardobgosfacens DSW T shan ATCS 2350 185 nbozsmal RNA partsl seqirrce
NR ST8IEE 17115-T45 Bacilus amyiabquefacens siran BORAC 11801 165 ribosomal AMNA partial sbquence
HR 8123385 1 117747 Bacthrs snvdobguefacen s siram HERC 15515 185 rbosomal RHA patal sequerce
KA §1T4E 1 119—?’433”..&!1‘@“!11: sivmn MPA 1034 HiS ribosoma ANA parhial secuencs
MR B 1455 1117747 Bacilus sivdnbguefaciens sirmn NBRC 13515 168 nhosemal RNA parial sequerce
MR 1TTEF4 11350760 Bacius siamersis KE TG 13813 sran PO-A10 Hi’5 ribosomal AMNA, partial secuences
MR 075005 2 144-TT4 Bacilus welprérmis altan FTR42 163 ibosemal RNA complete sequste
MNA 116325 1 12274 Hacilus nemalooda sirsn B.18 'II:ISrI:\-DsDﬂ'I.I.IFHM‘h.iqum
NR N16240 1105730 Bincilus weds nensis strain CBMBENSE 165 riboraomal RMA partial sequerce
HR PO 111-832 Bacius give rdementars siran G0-13 1455 rhosomal RNA pariial sequence
MR EGTE00 1157758 Batilus by sl sran HRRL B-41337 1635 nborsomal RINA parial sequencs
MR 074522 1137782 Bacilus lchendormes stram ATOE 14580 185 nbosomal AMA rartal sequence
MR Y1355 1117-T45 Bacilus Rehanlpmis Siran MIRT 1220 1635 msnmal A parkal seuencs
MR e 1 AT NS Bankes bcherdormes siram 05 13185 nbosomal RNS partial sequencs
WR 1602 1 115-T46 Bacilus Bchentpmis shan BORG 11708 165 rbosornat RNA panial sequence
: f s jequienas sran 106 165 rbosomal AMNA parksl ==ouence:

Hacus haloinlersres siran CR-1 19 185 rbesomal REA parial seqeence

204

Figura 21: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando a relagio
entre a cepa EIOC-5 ¢ as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida usando o
método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repetigdes. O nimero de acesso do
GenBank de cada espécie esta entre parénteses.
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—:u': HR 117286 1 Bacilus oceansedmins sirain H2 185 riboscmal RNA parssl sequence
HR 147382 1 Bacilus dabarensas siram Marseille-PE516 165 rhosomal RMA partial sequence

NR 158045 1 Bacilus iptasae strain 530 165 nibosomal RNA partial sequence
L _m: HR 024817 1 Bacibus asahil strain MADD1T 165 ribasomal RNA parsal sequence
NR 116382 1 Bacilius Rexus stran SBMP] 165 rbosomal RNA partal sequence
g E HR 163643 1 Bacilus alkaliolerans stren T3-208 165 nbosomal RNA partial sequence
L NR 151978 1 Bacilus oryzrsob strain 1053-10 165 nbosomal AMNA partsal sequence
— MR 135732 1 Bacilus parafiexus siran RC2 162 mbosomal RNA partial sequence
g w0 L——— MR 142632 1 Bacibus circulans strain MERC 13626 165 rinosomal RMA partial sequence
J_u: HR 115953 1 Bacillus aryabhattai BEW22 165 nbosomal RMA partal sequence
H MR 133978 1 Bacilus gingsheng strain G518 165 nbosamal RMA partial sequence
b 1R 116287 1 Falsibacibis palidus strain CW T 165 ribosomal RMNA partsal sequence
1 [ HR 133874 1 Bacilus huzhouensis stran G5503 165 ribosomal RNA partial sequence
—“1_.: MR 115603 1 Bacilus simplex NERC 15720 DSM 1321 165 nbosormal RMA panis sequence
= NR 146034 1 Batilus depressus stran B21 165 nbosarmal RNA parlial sequence
a0 PVGEOC-2
HR 148280 1 Bacilus chuensis stran FIAT-14515 165 nbosams RMA partial sequence
Lx) NR 106482 1 Bacilys purgationressiens stran D522 165 rbosomat RMA partial sequence
—m: MR 042267 1 Bacilus infantis strain SMC 4352-1 165 ribosamal RNA partial sequence
Ea HR 113636 1 Bacillus megaternem NBERC 15308 ATCC 14581 165 nbesomal RMA partial sequence
JE MR 112776 1 Bacilus cohnii strain NBRC 15565 155 rbosomal RINA partial sequance
NR 041377 1 Bacilus pocheonensis stran Gsoil 420 165 nbosomal RMA partial sequence

15 — HR 100671 1 Bacilus abyssaks strain G510 15042 165 nbosomal RNA partial sequence

= 1_|: MR 164882 1 Bacillus zanthaxyl stram 1431 165 nbosomal RINA partial sequence
o] MR 188107 1 Bacilus endozanthoxylicus stram 1404 165 nbosomal RNA partial sequence

Figura 22 Figura 23: Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1000 bp) mostrando
a relacdo entre a cepa PVGOC-3 e as cepas tipo de diferentes espécies de Ensifer. A historia evolutiva foi inferida
usando o método Neighbor-Joining. As analises de bootstrap foram realizadas com 1000 repeti¢des. O numero de
acesso do GenBank de cada espécie esta entre parénteses.



