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“O segredo da vida é o solo, porque do solo
dependem as plantas, a agua, o clima e a nossa
vida. Tudo esta interligado. N&o existe ser humano
sadio se o solo ndo for sadio”

Ana Maria Primavesi



RESUMO

A associacdo entre técnicas de biorremediacdo e remediacdo térmica, denominada
biorremediacdo térmica, visa remover contaminantes do solo pelo estimulo a atividade
microbiana do solo. No entanto, 0 aumento da temperatura em processos de remediacéo pode
causar impactos negativos aos microrganismos do solo, a depender da faixa de temperatura.
Desta forma, buscou-se avaliar os efeitos do aguecimento do solo e da contaminagdo por
naftaleno em variaveis microbioldgicas da qualidade do solo e de fitotoxicidade. Para simular
a biorremediacdo térmica, as amostras de solo foram contaminadas artificialmente — por 5
concentragdes de naftaleno (0, 50, 100, 250 e 500 mg de naftaleno /kg de solo) e submetidas,
isoladamente, a aquecimento em estufas, nas temperaturas de 28, 38, 48 e 58 °C. Os efeitos dos
fatores foram determinados por meio das variaveis microbioldgicas — atividade e biomassa
microbiana, quociente metabolico e contagem de bactérias em placas, e de fitotoxicidade —
germinagdo e comprimento de raizes de sementes de alface, avaliados imediatamente e apds 15
e 30 dias de contaminacdo. Para andlise estatistica dos efeitos nas varaveis foi utilizado o
software R, foram aplicadas analises multivariadas: PERMANOVA (Permutational
Multivariate Analysis of Variance), Analise Hierarquica de Clusters (HCA), Correlacdo de
Spearman, teste de Mantel e Analise de Componentes Principais (PCA). Adicionalmente,
testou-se a aplicacdo de uma metodologia de extragdo e quantificacdo do naftaleno, cujos
resultados foram obtidos com sucesso apenas para altas concentracfes, o que inviabilizou sua
aplicacdo no acompanhamento da degradacdo do naftaleno. A partir das variaveis aplicadas foi
verificado que a contaminagdo imediata de naftaleno implicou em reducdo da biomassa e
crescimento microbiano, associados a maior estresse ambiental em altas concentragdes (250 e
500 mg /kg). Com o passar do tempo (15 e 30 dias), foi identificada interacdo entre a
temperatura e a concentracdo do contaminante, com efeito complexo entre estes fatores; a faixa
de temperatura entre 28 e 38 °C apresentou estimulo ao crescimento das comunidades
microbianas, de forma independente da concentracdo. Esses resultados indicam que faixas
térmicas abaixo de 40 °C sdo promissoras para aplicacdo em estratégias de biorremediacao
térmica, pois beneficiam os microrganismos do solo e favorecem potencialmente a degradagéo

do contaminante.

Palavras-chave: naftaleno; biorremediagéo; temperatura; bioindicadores.



ABSTRACT

The combination of bioremediation and thermal remediation techniques, known as thermal
bioremediation, aims to remove contaminants from the soil by stimulating microbial activity in
the soil. However, increasing the temperature in remediation processes can have negative
impacts on soil microorganisms, depending on the temperature range. Thus, we sought to
evaluate the effects of soil heating and naphthalene contamination on microbiological variables
of soil quality and phytotoxicity. To simulate thermal bioremediation, soil samples were
artificially contaminated with five concentrations of naphthalene (0, 50, 100, 250, and 500 mg
of naphthalene/kg of soil) and subjected, individually, to heating in ovens at temperatures of
28, 38, 48, and 58 °C. The effects of the factors were determined using microbiological
variables — microbial activity and biomass, metabolic quotient, and bacterial count on plates —
and phytotoxicity variables — germination and root length of lettuce seeds — evaluated
immediately and after 15 and 30 days of contamination. For statistical analysis of the effects on
the variables, R software was used, and multivariate analyses were applied: PERMANOVA
(Permutational Multivariate Analysis of Variance), Hierarchical Cluster Analysis (HCA),
Spearman's Correlation, Mantel's test, and Principal Component Analysis (PCA). In addition,
the application of a methodology for the extraction and quantification of naphthalene was
tested, the results of which were obtained successfully only for high concentrations, which
made its application in monitoring naphthalene degradation unfeasible. Based on the variables
applied, it was found that immediate naphthalene contamination led to a reduction in biomass
and microbial growth, associated with greater environmental stress at high concentrations (250
and 500 mg/kg). Over time (15 and 30 days), an interaction between temperature and
contaminant concentration was identified, with a complex effect between these factors; the
temperature range between 28 and 38 °C stimulated the growth of microbial communities,
regardless of concentration. These results indicate that temperature ranges below 40 °C are
promising for application in thermal bioremediation strategies, as they benefit soil

microorganisms and potentially favor contaminant degradation.

Keywords: naphthalene; bioremediation; temperature; bioindicators.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Velocidade de crescimento para diferentes tipos de microrganismos com relacéo a

LEC] 0] 0T = (0 SO TP RPN 19
Figura 2 — Rota de degradacgao do NAftalenO ...........cceveiiiiieiiiie e 26
Figura 3 — Fluxograma da metodologia com etapas, processos e atividades realizadas .......... 35

Figura 4 — Vista geral da area de estudo, com destaque para o0 solo e sua cobertura vegetal ..36
Figura 5 — Unidades amostrais do eXPEeriMento ..........cccecvueieereerieiieseseeseese e sree e sseessaesees 38
Figura 6 — Amostras na estufa — simulacéo da biorremediagao térmica ..........c.ccoeevverenriennne 38
Figura 7 — Placas de petri inoculadas em incubagdo para contagem de microrganismos........ 40
Figura 8 — Distribuicdo das sementes de alface na placa de petri e incubagéo ........................ 41
Figura 9 — Sementes de Lactuca sativa L. germinadas sobre papel milimetrado .................... 41
Figura 10 — Andlise Hierarquica de Clusters (HCA) dos dados da contaminacdo imediata e
relacdo entre os bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e
comprimento de raizes de sementes de alfaCe .........cccccveiveiiiiiii e 45
Figura 11 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbiol6gicos
(biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface — para
0s dados da contaminaga0 IMEAIALA. ..........crverveririiiiieieie e 46
Figura 12 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados da contaminacao imediata,
considera 5 niveis de concentracdo de naftaleno e relagdo entre os bioindicadores
microbioldgicos (biomassa, atividade e gCO2) e de fitotoxicidade (contagem e comprimento
de raizes de Sementes de AlTACE) ........ocoiiieiiiri e 47
Figura 13 — Dendograma dos dados ap6s 15 dias de contaminacdo e relacdo entre os
bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de
raizes de Sementes de AlTACE ..........cooiiiiiiiec e 49
Figura 14 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbiol6gicos
(biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface apos
15 dias de contaminagao A0 SOIO .......ccueiiiiiiiieieeie e e 50
Figura 15 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados ap6s 15 dias de
contaminacéo, considera 5 niveis de concentracdo de naftaleno e relacéo entre os bioindicadores
microbiologicos (biomassa, atividade e qCO2) e de toxicidade (contagem e comprimento de

FAIZES U8 AITACE) ..eceecei ettt 51



Figura 16 — Dendograma dos dados ap6s 30 dias de contaminacdo e relacdo entre os
bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de
raizes de Sementes de AlTACE ..........coiiiiiiiii 54
Figura 17 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbioldgicos
(biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface apds
30 dias de contaminAGaO O SOI0 ........eoueeiiiiieiie s 55
Figura 18 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados apos 30 dias de
contaminacdo, considera 5 niveis de concentracdo de naftaleno e relacéo entre os bioindicadores
microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e de toxicidade (contagem e comprimento de
FAIZES 0B AITACE) ...ttt ettt b e e eas 56

Figura 19 — Verificacdo do pico do Naftaleno em meio liquido em medicdo no

Loy LT 1 €] (0] (0] 4 T=1 1 (0 ISR 76
Figura 20 — Ensaio de diluicdo da acetona em agua destilada............ccccocerevrenninicneneienienns 77
Figura 21 — Curva analitica do naftaleno............ccceouieiiiiiiiii e 78
Figura 22 — Resultado ensaio de extracdo do contaminante do Sol0..........ccccceeevevveiiiiiccnennne 79

Figura 23 — Resultados de extracdo do solo para diferentes variaveis de interferéncia testadas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Identificacdo de microrganismos e temperaturas étimas para degradacgéo de naftaleno

Tabela 2 — Resultados da anélise fisico-quimica do SOI0 .........cccoreviiiiiiiiiieee e 43
Tabela 3 — Teste PERMANOVA para os fatores experimentais ap6s 15 e 30 dias de
(o10] 1 7= 1 1= Tov: o TSRS 48
Tabela 4 - Variaveis e ensaios aplicados para verificacdo da metodologia de contaminacgéo do



2.1

2.2

3.1
3.11
3.1.2
3.1.3
3.2
3.3

4.1
4.2
421
4.2.2
4.3
4.4
441
442
443
4.5

5.1
5.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt eertes ettt se st 12
(O] = 1 I Y 1 TSP 14
OBJETIVO GERAL ..ottt e e e 14
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooeeeeeeeeeeeeeee ettt en s 15
TECNICAS DE REMEDIAGAQ ......ovvoeeeeeeeeeeeseeseeeeesie s 15
REMEIACAOD TEIMIICA ... ..eiveieieiieieeee e 15
Técnicas de bIiorremMediaga0 .........c.ciuvevieiieiiee e 17
BiorremediaCao tEFMICA .........cceviiii et 20
REMEDIACAO DO NAFTALENO .....oiiiieeeeeees ettt 22
BIOINDICADORES DA QUALIDADE DO SOLO ....ccccooiviiiiiieiiiee e 32
METODOLOGIA ..ottt nb e aae e 35
AMOSTRAGEM DO SOLO ...ttt 36
CARACTERIZACAO DO SOLO .....ooececeeeeeeeeeeeeeeeee e terees s 36
Caracterizagao FISICA .......ccviiieeeiee e 36
Caracterizagao QUIMICA ........eiueeeiierieee ettt 37
PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SOLO ... 37
ANALISES BIOLOGICAS ...t 38
Atividade microbiana, biomassa e quociente metabdlico............ccccooeivriiciennnnne. 39
Contagem de bactérias totais em placas..........c.ccoerriieiiiiiiieieeees e 39
Teste de FItOtOXICIAAUE .....ocveeiiiieiieee e s 40
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 41
RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt eeese e 43
CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DO SOLO......ccoririneireireieeiseeeeseennes 43
ANALISES BIOLOGICAS .....vviriieiriieiesissiseisseis st 44



6 CONCLUSOES

REFERENGCIAS ..o e et ee et et e e et e et e er et e e et e e et e e s et e e e s e e es e e es e e s e ean e 60

APENDICE A - TESTES DE DETERMINACAO DO NAFTALENO POR
ESPECTROFOTOMETRIA ... 76



12

1 INTRODUCAO

A avaliacdo de organismos sensiveis, como produtores primarios, detritivoros e
microrganismos, pode auxiliar na identificacdo dos impactos ambientais, considerados portanto
bioindicadores com potencial de aplicacdo em estudos de qualidade do ambiente (Garcia-
Carmona et al., 2017; Martins et al., 2024; Pankhurst et al., 1995). Microrganismos possuem
papel ecoldgico relevante no ambiente, com influéncia na ciclagem de nutrientes,
decomposicdo e transformacdo de contaminantes, sendo sensiveis as alteracdes ambientais
(Cardoso et al., 2013; Gupta; Gupta; Singh, 2017). Analises bioldgicas possibilitam
compreender efeitos diretos aos organismos, enquanto analises quimicas nao fornecem
informacdes suficientes sobre biodisponibilidade de contaminantes e efeitos nos organismos
vivos (Fernandez et al., 2005).

A contaminacao do solo tem efeitos na comunidade microbiana (Lentendu et al., 2014;
Stroud et al., 2014), impacta na matéria organica do solo e atividade bioldgica (Zamulina et al.,
2022) e implica em prejuizos para a qualidade de vida e satde da populacdo (de Souza et al.,
2017; Steffan et al., 2018). Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo
considerados contaminantes perigosos e persistentes no solo (Gundlapalli et al., 2024); o
naftaleno, por exemplo, é um HPA de baixa massa molecular, com apenas 2 anéis aromaticos.
Por ser um HPA mais simples pode ser utilizado como modelo para o estudo dos HPAS, pois
apresenta menor peso molecular, maior solubilidade em agua em comparagdo aos demais HPAs
e abundancia na natureza (Phale; Shah; Malhotra, 2019).

O solo contaminado por naftaleno pode ser remediado aplicando técnicas de
biorremediagdo (Lee; Lee; Jeon, 2019), com aumento de eficiéncia de remoc¢do associado a
variacdo de temperatura (Kaur; Kaur; Gupta, 2020; Zeng et al., 2023). Desta forma, a
biorremediacdo térmica pode ser aplicada para remocdo do naftaleno, visto que técnicas
tradicionais mundialmente aplicadas, como Pump-and-Treat (P&T) e Multi-Phase Extraction
(MPE) apresentam baixa efetividade (Carroll et al., 2024; Chen; Zhong, 2019). A
biorremediacgéo térmica associa as técnicas de biorremediacdo com a remediacdo térmica com
0 objetivo de superar os limites da aplicagdo destes métodos de maneira isolada, combinando
seus beneficios (Leite et al., 2021; Moreira; Siqueira, 2006; Wang et al., 2022; Zeng et al.,
2023) e aumentando a eficiéncia do processo de descontaminacédo do solo.

Quanto a remediacéo de solos contaminados por naftaleno poucos estudos avaliam 0s
impactos do contaminante por meio de bioindicadores diretamente no solo (Chen et al., 2022;
Gou et al., 2023, 2024; Zeneli et al., 2019; Zhao et al., 2023), ou seja, grande parte dos estudos
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isola 0s microrganismos e estuda em meio de cultura. Assim, avaliar bioindicadores diretamente
em amostras de solo seria mais proximo da realidade, ainda que em escala de laboratério,
previamente a testes in situ. Deste modo, observou-se a lacuna deste tipo de estudo para solos
tropicais brasileiros, sendo relevante a investigacdo da associacdo da variagdo da temperatura e
seus efeitos na microbiota e na fitotoxicidade. Para determinar quais as influéncias da
biorremediacdo térmica e da concentracdo do naftaleno nas respostas de toxicidade conduziu-

se estudo por meio de variaveis microbioldgicas e de fitotoxidade da qualidade do solo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do aquecimento do solo e da contaminacdo por naftaleno em

bioindicadores da qualidade do solo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o estado da arte das técnicas de remediacdo de solos contaminados por
naftaleno;

e Empregar varidveis microbioldgicas e de fitotoxidade na avaliagdo do impacto da
contaminag&o imediata de doses crescentes de naftaleno;

e Analisar a aplicabilidade das varidveis microbiologicas e de fitotoxidade como
bioindicadores da biorremediacao térmica de solos contaminados por naftaleno;

e Determinar faixas de temperatura e concentracdo com efeitos nas variaveis

microbioldgicas e de fitotoxidade do solo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
31 TECNICAS DE REMEDIACAO

A remediacao de solos contaminados € um dos maiores desafios ambientais, devido a
complexidade do solo e a dindmica dos contaminantes neste compartimento. As técnicas devem
ser efetivas, econdmicas e ambientalmente amigaveis, sendo o objetivo da remediacdo a
reducdo da toxicidade, volume e mobilidade do contaminante (Aparicio et al., 2022). A
remediacdo pode ser aplicada em duas diferentes metodologias: in-situ ou ex-situ. Os
tratamentos in-situ referem-se aos tratamentos que sdo realizados no local da contaminacao,
enquanto ex-situ sdo os tratamentos que envolvem a remog¢do do material contaminado para
tratamento em outro local. Técnicas de remediacdo in-situ requerem maior tempo e possuem
maiores varidveis para o tratamento, com menor custo de aplicacdo; o tratamento ex-situ
permite melhor controle dos fatores limitantes e variaveis de processo, além de remover a
contaminacgdo antes que se espalhe, porém com custo de aplicacdo maior (Aparicio et al., 2022;
Hussain et al., 2022).

3.1.1 Remediacéo térmica

O principio das técnicas de aquecimento do solo teve origem no setor petrolifero, que
desde a década de 1950 empregava calor para diminuir a viscosidade de Oleos densos e
intensificar a volatilidade de liquidos. Assim, as técnicas de remediacdo térmica foram
aperfeicoadas, com foco na remediacdo de solos e &guas subterraneas contaminados por
liquidos de fase ndo aquosa (Non Aqueous Phase Liquid — NAPLS). Estas técnicas podem ser
aplicadas, tanto in situ, quanto ex situ (Horst et al., 2021; Triplett Kingston; Dahlen; Johnson,
2010).

O tratamento térmico in situ (In situ thermal treatment — ISTT) utiliza a inje¢do de
fluidos ou aquecimento de matérias para realizar a transferéncia de calor no solo. Podem ser
citadas as técnicas de conducdo direta de calor (Thermal Conduction Heating — TCH),
aquecimento por resisténcia elétrica (Electrical resistance heating — ERH) e aquecimento por
injecdo de vapor (Steam enhanced extraction — SEE), que s&o ambientalmente amigaveis em
areas contaminadas maiores. As técnicas ex situ (Ex situ thermal treatment — ESTT) tem como
base a escavacdo e transporte do solo contaminado para uma area de processamento, s&o
técnicas de ESTT a dessorgdo térmica (Thermal Desorption — TD), incineracdo, pirolise,
combustdo lenta (Smoldering) e vitrificacdo (CLU-IN, 2021; Ding et al., 2019; Horst et al.,
2021; Lemming et al., 2013; Triplett Kingston; Dahlen; Johnson, 2010; Vidonish et al., 2016)
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As técnicas de remediacdo térmica alcancam temperaturas maximas que oscilam entre
100 e 2000 °C, com o SEE e o ERH apresentando temperaturas méaximas mais baixas e a
vitrificacdo apresenta a temperatura de aplicagdo mais alta. O objetivo principal dessas técnicas
é elevar a temperatura do solo, retornando as origens das aplicacGes térmicas, modificando as
caracteristicas fisico-quimicas dos poluentes, como 0 aumento da mobilidade. Ademais, 0 uso
dessas técnicas pode auxiliar na ampliacdo da disponibilidade de poluentes orgéanicos, na
separacdo do xenobidtico das particulas do solo, na conversdao do poluente em subprodutos
menos nocivos e até mesmo na eliminagdo, dependendo da temperatura (Ding et al., 2019;
Horst et al., 2021; Usman, 2019; Vidonish et al., 2016).

A remediacdo de solos contaminados pode ocorrer em temperaturas mais baixas, ou
seja, para 0s HPAs entre 28 e 50 °C resultam em reducéo de 58,8% e 23,6%, respectivamente
(Zeng et al., 2023), para o glifosato, em temperaturas entre 10 e 30 °C verifica-se 0 aumento de
até 50% na taxa de mineralizacdo (Muskus et al., 2020). Ainda, temperaturas entre 50 e 90 °C,
por meio da combinacdo da dessor¢do térmica e processos de oxidacdo por 0zonio, alcancam
mais de 90% de remocao do composto organico 2,4-Dimetilanilina (Li et al., 2021). Assim,
temperaturas menores a 100 °C possuem capacidade de contribuir na remocdo de
contaminantes do solo.

Por outro lado, aplicacdes de dessorcdo térmica, elevando a temperatura do solo para
450 °C, resultam em reducdo de até 80% de HPAs (Wei; Xia; He, 2022) e até 99% para PFAS
(substancias per- e polifluoroalquil) (S6rengard; Lindh; Ahrens, 2020). Ja no tratamento de
solos contaminados por TPH, HPA, em misturas complexas ndo resolvidas (MCNR) e HPA
alquilados (Alk- HPA), com temperaturas entre 200 e 600 °C, a simulag&o de dessorg¢ao térmica
alcanca eficiéncia entre 74 e 99% (Choi; Lee; Jho, 2020). Assim, 0 aumento da temperatura do
solo, em grandes proporcbes (>100 °C), proporciona alta taxa de remocdo de diversos
contaminantes.

Entretanto, a elevacdo artificial da temperatura do solo, acima de 100 °C, por meio de
técnicas de remediacdo térmica pode afetar a composi¢cdo mineralogica, as propriedades fisicas
e quimicas, além de provocar alteraces na matéria organica, na textura, no pH, na
disponibilidade de nutrientes, na comunidade bacteriana, na capacidade do solo em sustentar
vegetacdo e promover alteracdo na toxicidade do solo (O’Brien et al., 2018; Zeng et al., 2023).
Temperaturas acima de 300 °C reduzem rapidamente a matéria organica, alteram a mineralogia
do solo, aumentam drasticamente o pH e reduzem a disponibilidade de nutrientes, o que torna

0 solo in6spito para plantas e microrganismos (O’Brien et al., 2018).
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O aquecimento do solo impacta a comunidade microbiana, o que contribui para
possivel reducdo da diversidade. No entanto, microcosmos, de solos tropicais, submetidos a
60 °C sdo capazes de recuperacdo da comunidade bacteriana (Leite et al., 2021); outras
observacdes indicam, para solos temperados, a capacidade de recoloniza¢do microbiana entre
105 e 250 °C, ap0s adicdo de agua ao solo (Pape et al., 2015). Associado a elevacdo da
temperatura verifica-se 0 aumento na presenca de bactérias do filo firmicutes (em 50 °C), com
significante enriquecimento das classes de Bacilli (45%) e Clostridia (31%) (Zeng et al., 2023);
da mesma forma, o aumento de bactérias do filo firmicutes foi observado em demais estudos
(Gouetal., 2023; Yamazaki et al., 2020, 2022; Zhao et al., 2023), dado que sdo mais adaptaveis
a altas temperaturas (Sun et al., 2022). Em relacdo as plantas, temperaturas de até 250 °C
resultam em menor crescimento, em 500 °C, ocorre uma reducdo de 50% na producdo de
biomassa vegetal, bem como uma diminuicdo na qualidade das folhas e no conteddo de
clorofila, devido a perda de nitrogénio e a reducdo da biodisponibilidade de micro e
macronutrientes no solo (Pape et al., 2015). Portanto, 0 aumento da temperatura, pela aplicacéo
da remediacdo térmicas, tem impactos significativos na comunidade microbiana e nos
produtores primarios.

Essas técnicas sdo rapidas e confiaveis para remediacéo de solos contaminados, desde
que corretamente aplicadas. Contudo, possuem alto custo devido a utilizacdo elevada de
energia, sendo consideradas energo-intensivas; além dos impactos negativos as propriedades
do solo (Ding et al., 2019; O’Brien et al., 2018). No entanto, quando comparadas a métodos
mais invasivas, como a escavacdo, a remediacdo térmica apresenta menores impactos
(Cappuyns et al., 2011; Ding et al., 2019).

Assim, para aplicacdo adequada da remediacdo térmica é necessario equilibrar a
reducdo da concentracdo do contaminante com a preservacao das propriedades do solo e a
manutencdo da comunidade microbiana e da qualidade das plantas. Deste modo, é fundamental
realizar a remediacdo térmica na temperatura e no tempo 6timo para cada tipo de contaminante

e solo, visando a aplicacdo da técnica com o melhor custo-beneficio.
3.1.2 Técnicas de biorremediacgéo

As técnicas de biorremediagdo sdo uma alternativa as técnicas fisico-quimicas
tradicionais, consideradas ambientalmente amigaveis e econémicas. Estas se fundamentam na
capacidade dos microrganismos (bactérias, fungos, algas etc.) em utilizar xenobidticos como
fonte de energia, com objetivo de remover completamente ou reduzir sua concentragao,

transformando este em formas menos toxicas. Desta forma, se tem a degradacdo bidtica do
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contaminante (Balba; Al-Awadhi; Al-Daher, 1998; da Silva et al., 2020; Moradi; Smits; Sharp,
2018).

As técnicas de biorremediacéo sdo classificadas quanto a sua aplicacé@o, que pode ser
in situ ou ex situ, dependendo da natureza do contaminante e da area contaminada. Como
técnicas in situ tém-se: atenuacdo natural, bioestimulacdo, bioaumentacédo, fitoremediacdo e
vermirremediagdo. Ja as técnicas ex situ incluem “landfarming”, biopilhas, biorreatores e
compostagem, entre outras (Aparicio et al., 2022; da Silva et al., 2020; Megharaj; Naidu, 2017;
Moreira; Siqueira, 2006).

Apesar de serem ambientalmente benéficas e, geralmente, mais econémicas, quando
comparado as técnicas fisico-quimica, as técnicas de biorremediacdo possuem fatores que
afetam a degradacdo do contaminante. Condi¢cdes ambientais como presenca de nutrientes,
umidade, aeracdo, matéria organica, oxigénio, pH, temperatura, a concentracdo de
contaminantes, assim como a composi¢do e abundancia de microrganismos (Moradi; Smits;
Sharp, 2018; Moreira; Siqueira, 2006; Wang et al., 2022). Fatores como aeracdo, temperatura,
taxa de agitacéo e proporcdo de massa agua-solo foram identificados como significativamente
impactantes na degradacdo de HPAs (Bao et al., 2023). Da mesma forma, para remediacéo de
Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) Al-Rashed et al. (2021) verificaram influéncia de fatores
como concentragdo de extrato de levedura, glucose, pH e temperatura. Ainda, a textura do solo
é um fator que pode influenciar a capacidade de biodegradacdo de HPAs (Weissenfels; Klewer;
Langhoff, 1992).

Dos fatores ambientais impactantes na biorremediacdo, a temperatura possui papel
importante na biodisponibilidade de contaminantes, afetando o crescimento e metabolismo
microbiano. Os microrganismos podem ser classificados conforme a faixa de temperatura 6tima
de respiracdo e crescimento: psicrofilos, psicrotroficos, mesofilos, termofilos e hiperterméfilos,
possuem temperaturas 6timas baixa (<20 °C), intermediarias (0 — 30 °C), moderadas (20 —
44 °C), altas (40 — 70 °C) e muito altas (>70 °C), respectivamente (Moradi; Smits; Sharp, 2018;
Tortora; Funke; Case, 2012; Wang et al., 2022). A relacéo de temperatura 6tima de crescimento

para diferentes microrganismos pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1 — Velocidade de crescimento para diferentes tipos de microrganismos com relacdo a temperatura
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Estudos apontam diferentes temperaturas Otimas para crescimento das variadas
espécies de bactérias, bem como para degradacdo dos diversos contaminantes. Na
biodegradacdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) temperaturas mesofilicas (25 °C)
foram mais benéficas que a termofilicas (45 °C), levando a 79,8% de remocdo em comparagao
a 62,4% (Hesnawi; Mogadami, 2013). A tendéncia de temperaturas mesofilicas é verificada na
remediacdo de fenantreno (Ci4H1o) por Diaphorobacter sp. YM-6 em que a temperatura 6tima
é de 30 °C, para 96.3% de degradacéo (52 h) (Wang, P. et al., 2020). Do mesmo modo, Zhang
et al. (2022) identificou que para bactérias Enterobacter sp. a temperatura Otima para
degradacéo de hidrocarbonetos derivados de petréleo é 30 °C, com remocao de 65,19%, em 21
dias. Assim como, para remediacdo de naftaleno aplicando Bacillus licheniformis e Bacillus
sonorensis em que se verificou temperatura 6tima de 37 °C, para degradacgdo entre 52 e 73%,
em 7 dias (Rabani et al., 2022). Ainda, para remocao de Cd (I1) e Pb (11) bactérias Bacillus sp.
apresentaram temperatura étima em torno de 38 °C, implicando na remocéo, em 72 horas, de
70% do Cd e 93,9% do Pb (Heidari; Panico, 2020). Em outro estudo na remediacdo de cadmio
verifica-se para Pseudomonas sp. temperatura 6tima de 50 °C, capazes de remover mais de 90%
de Cd (1) em 24 horas (Al-Dhabi et al., 2019). Apesar deste exemplo de temperatura mais
elevada, a temperatura otima para remediagéo de metais pesados como Cu (I1) e Zn (1) tende
aos 30 °C, para Pseudomonas stutzeri e Rhodobacter sphaeroides (Palanivel et al., 2020; Peng
etal., 2018).

Deste modo, a temperatura se destaca como um fator influente em processos de
biorremediac&o, verifica-se que o aumento da temperatura promove a melhoria da eficiéncia da

biodegradacdo. Ainda, a temperatura Otima para degradacdo depende diretamente das
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propriedades do solo, do tipo de contaminante e suas caracteristicas, bem como do

microrganismo atuante.
3.1.3 Biorremediacéo térmica

A biorremediacdo termica (TEB, do inglés thermally enhanced bioremediation) é uma
abordagem que combina as técnicas de remediacdo térmica e biorremediagdo. Essa sinergia
visa superar as desvantagens e limitacdes inerentes a aplicacdo das técnicas de forma individual,
0 que melhora as caracteristicas do contaminante, como solubilidade, biodisponibilidade e
viscosidade. Além disso, influencia as propriedades quimicas do solo e a estabilidade de
agregados, bem como aprimora parametros biol6gicos, como o enriquecimento de enzimas, a
producdo de biossurfactantes e o aumento da atividade metabdlica dos microrganismos (Wang
et al., 2022). Esta associacdo de técnicas € relevante devido a influéncia do controle da
temperatura nos processos bioldgicos, aumentando a efetividade e reduzindo a duracdo da
biorremediagdo, visto que na remediacgao térmica as varidveis controladas sdo a temperatura de
aquecimento do solo e o tempo de exposicéo (Kaur et al., 2023; Nzila, 2018; Yamazaki et al.,
2020). Deste modo, controlando estes fatores busca-se influenciar positivamente o0s
microrganismos do solo.

Existem casos em que mesmo apds a aplicacdo do tratamento térmico — de maneira
isolada — verifica-se concentracdo residual de contaminantes (Murray et al., 2019; Zhao et al.,
2023); nesses casos, a aplicagdo de temperatura pode ser realizada de forma simulténea a
biodegradacdo ou sequencial (Nzila, 2018; Zhao et al., 2023). Temperaturas brandas — low-
temperature treatment (<60 °C) sdo indicadas para associacao simultanea do aquecimento com
biodegradacdo. Enquanto, temperaturas mais elevadas — high-temperature treatment (acima de
100 °C) podem ser utilizadas para tratamentos de biorremediacéo pos-térmicos, como forma de
refinamento da remediacdo térmica, ou seja, utiliza-se do aquecimento residual para estimular
0s microrganismos remanescentes no solo(Gou et al., 2023; Wang et al., 2022; Zeng et al.,
2023; Zhao et al., 2023).

A associacgdo de técnicas voltadas para melhoria do processo de biorremediacéo pode
envolver, por exemplo, a técnica de aquecimento por resisténcia elétrica (Electrical resistance
heating — ERH), eletro-biorremediacéo (electro-bioremediation), fontes geotérmicas de calor,
entre outras (Cameselle; Reddy, 2022; Han et al., 2020; Kaur; Krol; Brar, 2021; Ma et al., 2020;
Wang; Guo, 2023; Zheng; Cui; Li, 2022). A técnica de ERH tem como principais vantagens o
aguecimento uniforme e a capacidade de aquecer em temperaturas mais baixas (low-

temperature treatment) o que ndo influencia negativamente as propriedades fisicas do solo (Han
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et al., 2020). A eletro-biorremediacdo, associacdo da remediacdo eletrocinética com a
biorremediagdo, favorece 0s nutrientes, oxigénio, atividade microbiana, mobilizacdo e
transporte de contaminantes, aumentando a biodisponibilidade e taxa de degradacédo
(Cameselle; Reddy, 2022; Wang et al., 2023).

Para tais técnicas estudos apontam remocéo de 20% de HPAs em 90 minutos aplicando
ERH (Han et al., 2020), remocgdo de 40% da contaminacdo de petréleo aplicando eletro-
biorremediacgéo durante 105 dias (Wang; Guo, 2023) e mais de 90% de remediacao de benzeno
e tolueno utilizando energia geotérmica (Roohidehkordi; Krol, 2021). Ainda, foram verificados
Impactos positivos na atividade microbiana e taxa de degradagdo dos contaminantes.

Visto os efeitos da variagdo de temperatura nos microrganismos do solo, estudos
buscam relacionar a degradacdo de contaminantes com melhorias ou alteracBes de
caracteristicas microbioldgicas, visando otimizar o processo da biorremediacdo térmica. A
elevacdo da temperatura de 15 para 40 °C implicou em aumento de 2 a 3 vezes no crescimento
bacteriano e aproximadamente o dobro da taxa de biodegradacdo de BTEX (Benzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xilenos) em ensaio em meio de cultura (Kaur et al., 2023). Da mesma forma, a
aplicacdo de temperaturas entre 22 e 30 °C resultou em reducéo de 30% de BTEX e compostos
organicos de gasolina e diesel, alcangando 63% de remocdo do benzeno em 12 meses, a
aplicacdo das temperaturas também implicou em maior atividade microbiana (Zeman et al.,
2014). Em avaliacdo de hidrocarbonetos, benzo[a]pireno e benzeno, a elevacdo de 15 para
45 °C aumenta de 57 para 88% a biodegradacédo (Ali et al., 2023), ja na remediacdo de HPAs o
aumento da temperatura contribuiu para melhor atividade microbiana, sendo identificado 30 °C
como temperatura étima, com maior concentracdo de COa, relacionado a atividade microbiana,
bem como maior atividade enzimatica, com producdo de Desidrogenase e Lacase, entre 30 e
45 °C (Ali et al., 2024).

O aumento da temperatura (entre 20, 30, 40 e 50 °C) implicou e maior abundancia de
microrganismos e no aumento da remocao bidtica de 14 HPAs de 37,81% para 83,95% com 0s
acrescimentos de temperatura, em que 50 °C foi a temperatura 6tima para biodegradacdo (Sun
et al., 2022). Em condicOes anoxicas, verificou-se que a eficiéncia de biorremediagdo de HPAs
seguindo a ordem de temperatura: alta (45 °C) > moderada (30 °C) > baixa (15 °C), em que a
maior eficiéncia ocorreu na remocdo de HPAs de baixa massa molecular (2, 3 e 4 anéis
aromaticos) (Gou et al., 2023). Da mesma forma, para solos sazonalmente congelados
contaminados com petrdleo verificou-se temperatura 6tima de 30 °C para producdo de gases
relacionados a atividade microbiana (CO2 e CHa), em que 0 aumento de temperatura implicou

em maior remog&o de contaminantes (Wang, X. et al., 2020).
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A biorremediacdo térmica também pode ser aplicada em outros poluentes como na
decloracdo do cis-1,2-dicloroeteno, em que 0 aumento de 15 para 30 °C, contribuiu para reagéo
mais rapida, reduzindo o tempo pela metade. Associado a isto verificou-se maior crescimento
e atividade microbianos de populacdes de Dehalococcoides, género responsavel pela
decloracdo (Yamazaki et al., 2020). Outro contaminante, o 17B-estradiol, um hormonio
esteroide que é disruptor enddcrino, apresentou maior biodegradacao (95,20% de remocao) por
bactérias Rhodococcus sp. em temperaturas de 25 °C, associado a condi¢do Otima para
crescimento do microrganismo (Hao et al., 2024).

Desta forma, a biorremediacgao térmica em temperaturas brandas (<60 °C) implica em
beneficios para remedicdo dos contaminantes presentes no solo, como petréleo (Wang, X. et
al., 2020), BTEX (Kaur et al., 2023; Zeman et al., 2014), HPAs (Ali et al., 2023, 2024; Gou et
al., 2023; Mehetre; Dastager; Dharne, 2019; Sun et al., 2022), hormonios (Hao et al., 2024),
compostos organicos (Yamazaki et al., 2020), entre outros. Enfatiza-se que nestes exemplos as
temperaturas 6timas foram identificadas na faixa entre 15 e 50 °C, o que destaca a eficiéncia
das temperaturas mais baixas na biorremediacao térmica.

Quantos aos impactos da biorremediacdo térmica na microbiota do solo, observa-se
principalmente o aumento da atividade e crescimento microbiano (Kaur et al., 2023; Zeman et
al., 2014), maior produgdo enziméatica (Ali et al., 2024), influencia na composi¢do da
comunidade microbiana durante a biorremediacdo (Gou et al., 2023; Sun et al., 2022), com
enriquecimento de populacdes especificas na biodegradacdo de cada contaminante (Yamazaki
et al.,, 2020, 2022). O que indica que a aplicacdo, em temperaturas adequadas, da
biorremediagdo térmica pode estimular os microrganismos do solo em seu desenvolvimento e

na degradacgdo de contaminantes.
3.2 REMEDIACAO DO NAFTALENO

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo uma classe de substancias
quimicas que ocorrem naturalmente, sendo formadas pela combustdo incompleta de carvéo,
petréleo, gasolina, residuos sélidos, madeira e outros materiais organicos. HPAs s&o
constituidos de dois ou mais anéis aromaticos, podendo conter outros atomos além de carbono
e hidrogénio, como o nitrogénio. Apesar da ocorréncia natural dos HPAs, alguns sao fabricados,
como o naftaleno (US EPA, 2024; CDC, 2022).

A exposicdo dos seres humanos a HPAs pode ocorrer através de inalacdo de ar
contendo fumaca de cigarro, incéndios florestais, atividade industrial ou erupcéo de vulcdes,

emissdes de veiculos, além de contato dermal com derramamento de petréleo, solo ou agua
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contaminada (Venkatraman et al., 2024). O contato com esses contaminantes pode levar a
agravos a saude, sendo associados a problemas respiratdrios, carcinogenicidade,
mutagenicidade e anomalias metabolicas (Patel et al., 2020; Verma et al., 2022). Estudos
indicam potencial risco para mulheres gravidas e alta probabilidade de céncer devido a
exposicdo a HPAs, via ingestdo de alimentos contaminados (Cesila et al., 2023), oOutra via de
contato € a inalacdo de material particulado, pois este se liga aos HPAS, a exposicdo a células
epiteliais brénquicas causa inflamacéo aguda e danos no DNA (Jiang et al., 2023).

Os efeitos agudos a saude, devido a exposicdo a altos niveis de HPA, incluem irritacdo
dos olhos, nausea, diarreia e confusdo (Mallah et al., 2022). A inalacdo de HPAs pode causar
problemas respiratorios, como tosse e falta de ar. A exposi¢do prolongada pode levar a impactos
crénicos a saude, como asma e bronquite cronica. Ainda, certos HPAs podem ter efeitos
toxicoldgicos no sistema imune levando ao agravo de vérias doencas (Venkatraman et al.,
2024). Estes compostos apresentam ainda genotoxicidade, sendo capazes de induzir alteracGes
nos genes humanos (Wang, S. et al., 2024).

Das centenas de HPAs existentes, 16 destes compostos sdo listados como poluentes
prioritarios regulados pela EPA (Environmental Protection Agency) devido a sua toxicidade e
persisténcia no ambiente (US EPA, 2014), sendo o naftaleno (NAP) um dos compostos desta
lista. O naftaleno (C10Hs) € um HPA branco na forma de cristais em temperatura ambiente, que
possui apenas dois anéis aromaticos, deste modo apresenta 0 menor peso molecular entre o0s
HPAs (128,19 g/mol). Esta substancia apresenta odor caracteristico, com ponto de ebulicdo de
218 °C e ponto de fusdo de 80,5 °C. O seu vapor tem pressao parcial de 0,087 mmHg (25 °C),
sendo classificado como um composto organico semivolatil (SVOCs) (ATSDR, 2005). Por
apresentar solubilidade em &gua relativamente alta — dentre os HPAs (31,7 mg/L), o naftaleno
pode ser dissolvido em aguas subterraneas ou ser adsorvido nas particulas do solo (Mendes et
al., 2020). O naftaleno é encontrado em fontes naturais, como em combustiveis fosseis, sendo
um dos constituintes do diesel, além de tintas de tecido, pesticidas, plastificantes e agentes de
bronzeamento (Preuss; Angerer; Drexler, 2003). A Resolucdo CONAMA 420/2009 possuli
valor de prevencéo para o naftaleno (NAP) de 0,12 mg/kg de solo, valor limite em que o solo €
capaz de sustentar suas func@es principais; ja 90 mg de naftaleno/kg de solo é definido como
valor méximo de investigacdo, ou seja, acima desta concentragcdo existem riscos potenciais,
diretos ou indiretos, a saude humana, considerando um cenario de exposicdo padronizado
(CONAMA, 2009).

O solo pode ser contaminado devido a derramamentos de petréleo e seus derivados,

combustdo de carvao e petréleo, bem como outras fontes de biomassa e atividade industrial
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(Kicinska; Dmytrowski, 2023; Patel et al., 2020), no solo estes compostos séo retidos, sendo
persistentes (Barbosa et al., 2023). Areas construidas possuem maior risco ecoldgico devido
aos solos contaminados por HPASs do que areas de florestas e pastagens (Wang, H. et al., 2024).
Do mesmo modo, maiores concentracdes do contaminantes sdo relacionadas a areas de maior
trafego, como estradas e locais turisticos, enquanto parques voltados a conservagao apresentam
menores concentracoes (Kicinska; Dmytrowski, 2023).

No solo, o comportamento do contaminante dependera de caracteristicas, como a
mineralogia do solo, matéria organica e umidade, que irdo interagir regendo seu
comportamento. Com rela¢do a umidade do solo, a 4gua pode agir impedindo a adsorcdo do
naftaleno pelos argilominerais, verifica-se a criacdo de uma espessura critica de filme de 4gua
nos argilominerais do solo, a qual pode contribuir para dessor¢cdo do naftaleno na aplicacdo de
remediacdo térmica de éareas contaminadas (Chen; Hu, 2022). Argilominerais, como
montmorilonita e caulinita (em suas duas estruturas: octaedros de aluminio e tetraedros de
silicio) apresentam diferentes potenciais na adsorcdo do naftaleno. A montmorilonita,
caracteristica de solos com menor grau de intemperismo, apresenta maior adsor¢édo do naftaleno
que a caulinita. Na caulinita, o naftaleno tende a ser adsorvido na camada de octaedros de
aluminio (Chen; Hu, 2022). A composi¢do mineralégica do solo — como contetido de siderita e
magnetita, carbonato e 6xido de ferro respectivamente, também interfere na biodegradacéo de
contaminantes; a presenca de siderita estimulou em 7,87% a biodegradacdo do naftaleno,
enquanto a magnetita inibiu em 3,54%, com ocorréncia de bactérias do género
Desulfosporosinus apenas na presenca de siderita, indicando alteracdo na comunidade
microbiana devido a composicdo mineraldgica (Shen et al., 2021).

A abundancia e a diversidade de microrganismos degradadores de HPAs se relacionam
positivamente com a umidade, pH e contetdo de matéria organica (MO) e nitrato do solo. Solos
com pH e teor de MO mais elevados tendem a apresentar menor concentracdo de HPAs (Du et
al., 2022). Solos com 10% de MO tém contagem de bactérias e fungos até 100 vezes maior que
solos com apenas 2% de MO, que indica ambiente mais favoravel ao crescimento microbiano.
Maiores porcentagens de MO no solo aumentam a eficiéncia da biodegradacdo de
hidrocarbonetos em solos contaminados com combustiveis, 0 aumento de 8% de MO no solo
resultou em acréscimo de 10% na biodegradacdo em 85 dias (Chen et al., 2020).

Para degradacdo de HPAs e do naftaleno sdo aplicados métodos de remediacao fisico-
quimicos, como pirolise, tratamento oxidativo, térmico, incineracdo, aterros e asperséo de ar,
gue sdo técnicas caras e ineficazes, gerando subprodutos toxicos e recalcitrantes no solo

(Mohapatra; Phale, 2021). Desta forma, a degradacdo pelos microrganismos do solo, por meio



25

da biorremediacdo, é uma solugdo vantajosa para remocdo destes contaminantes,
principalmente para o naftaleno — devido a sua baixa massa molecular (Barbosa et al., 2023).
Uma ampla gama de microrganismos séo resistentes e capazes de atuar na biorremediacéo do
naftaleno, bactérias do género Pseudomonas sdo mais identificadas e indicadas (Mohapatra;
Phale, 2021; Veerasamy et al., 2023).

O processo de degradacdo do naftaleno no solo ocorre por meio da acdo de bactérias,
sendo descritas: Pseudomonas putida (cepas: NCIB 9816-4, G7, AK-5, PMD-1 e CSV86),
Pseudomonas stutzeri AN10, Pseudomonas fluorescens PC20, Bacillus thermoleovorans,
Bacillus sp, Halomonas pacifica Cnaph3, Bacillus licheniformis JUG GS2 (MK106145),
Bacillus sonorensis JUG (RS2(3)) e Paraburkholderia aromaticivorans BN5 (Annweiler et al.,
2000; Basu; Dixit; Phale, 2003; Cheffi et al., 2020; Dennis; Zylstra, 2004; Izmalkova et al.,
2013; Lee; Lee; Jeon, 2019; Mahajan; Phale; Vaidyanathan, 1994; Rabani et al., 2022; Resnick;
Lee; Gibson, 1996; Thimmarayan et al., 2024).

A rota de degradagdo do naftaleno € apresentada na Figura 2, para diversas espécies
de Pseudomonas, o0 processo € iniciado com 1,2-dioxigenase apresentada na rota central na
Figura 2 (Eaton; Chapman, 1992), enquanto a rota a esquerda apresenta o processo de Bacillus
thermoleovorans Hamburg 2 utilizando a enzima 2,3-dioxigenase (Annweiler et al., 2000). A
depender do organismo atuante no processo se tem a metaboliza¢do do naftaleno via rota do
Catecol ou via Gentisato, sendo estes importantes produtos na biodegradacdo do Naftaleno
(Mohapatra; Phale, 2021; Rabani et al., 2022), porém, a rota de degradacéo via Catecol é mais

bem estabelecida para Pseudomonas, que a rota via Gentisato (Izmalkova et al., 2013).
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Figura 2 — Rota de degradacdo do naftaleno

— naftaleno tolueno
|naftaleno-l,2-dmx1genase| 1,2-dioxigenase dioxigenase
HO
OH
SN | -
_ | cis-1,2-Dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno ‘ - o
‘ Dihidronaftaleno |
| 1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno desidrogenasel
OH
OH
1,2-Dihidroxinafta]eno‘
|1,2-dihidronaftaleno dioxigenasel
(o]
OH
O -—
@]
2-hidroxicromeno-2-carboxilico (HCCA)|
-
|2-hidroxicromeno-2-carboxilico isomerasel
OH
o trans-o-Hidroxibenzilidenopiruvato (tHBPA)|
2 o
0]
|tHBPA hidratase-aldolasel
OH
/
S Salicilaldeido
| salicilaldeido desidrogenase |

OH OH
| salicilato 5-hidroxilase |
o o)
/ HO —
O_ -

Acido o
|salicilat0 hidroxilasel gentisico

(gentisato)
OH
Cr
OH

Fonte: Adaptado e traduzido de EAWAG (2024).
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Deste modo, a aplicacdo de técnicas de biorremediacao para areas contaminadas por
naftaleno e outros hidrocarbonetos é eficiente e ambientalmente amigavel (Lee; Lee; Jeon,
2019). A composicdo e distribuicdo dos microrganismos no solo estard relacionada a
concentracdo do contaminante, profundidade e temperatura (Zhao et al., 2023). Assim, a
aplicacdo de tratamentos térmicos e a utilizacdo de microrganismos como estratégia de
refinamento durante e ap6s o tratamento térmico deve ser avaliada com cautela considerando
caracteristicas do solo e impactos na microbiota, pois acima da temperatura 6tima existe a queda
da eficiéncia na degradacéo do contaminante (Wang et al., 2019).

Deste modo, devido a importancia da temperatura como fator abidtico impactante na
atividade microbiana tém-se diversos estudos com foco na determinacdo da temperatura 6tima
para crescimento e degradacao de naftaleno por bactérias — isoladas e inoculadas ou indigenas
ao solo (Tabela 1). Verifica-se na Tabela 1 as faixas de temperatura testadas, a temperatura
6tima identificada para degradacgdo do naftaleno, o tempo e a taxa de degradacao.

A temperatura 6tima para degradacdo do naftaleno é predominantemente superior a
30°C, com maximo de 60 °C para Aeribacillus pallidus (Tao et al., 2020). Wang, Z. et al.
(2019), apesar de aplicar temperatura abaixo de 30 °C, obtiveram em 168 horas a remocéo de
99,96% do naftaleno presente na amostra. Em contraponto, Delegan et al. (2019) avaliaram
uma cepa de Gordonia sp. 1D, isoladas de solo contaminado com petréleo, que embora capaz
de se estabelecer em temperaturas elevadas — até 50 °C, ndo foram capazes de degradar nenhum
dos HPAs testados, incluindo o naftaleno.

Devido a presenca de bactérias de alta temperatura (termofilicas) no solo, os testes de
Tirkey, Ram e Mishra (2021) indicaram que o aumento de 25 para 37 °C levou a remocdo de
3,8 vezes mais naftaleno das amostras, possivelmente devido ao aumento da solubilidade e
biodisponibilidade do contaminante. Da mesma forma, o aumento de 30 para 45 °C melhorou
em 19,58% a eficiéncia na remocéo do naftaleno (Gou et al., 2023). Por outro lado, Al-Thukair,
Malik e Nzila (2020) verificaram que ndo houve diferenca significativa no metabolismo
microbiano entre a temperatura ambiente (25°C) e a condicdo mesotérmica (37 °C),
provavelmente devido a faixa de temperatura 6tima para as espécies estudadas.

Assim, tem-se a relacdo direta entre os microrganismos e sua eficiéncia na degradagéo
do contaminante, como verificado na Tabela 1, visto que certas espécies alcangcam a remocao
completa (Al-Dossary; Abood; Al-Saad, 2020; Ravi et al., 2022), enquanto outras apresentam
menor capacidade de degradacdo (Behdarvandan et al., 2020). Deste modo, pode-se selecionar
uma espécie alvo a ser utilizada em processos de biorremediacéo focados em bioaumentacéo,

visto a alta capacidade destes microrganismos em degradar naftaleno e outros HPAs.



Tabela 1 — Identificacdo de microrganismos e temperaturas 6timas para degradacéo de naftaleno
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(continua)
: : Temperatura  Faixa testada 0 «
Autores Microrganismos 6tima [°C] [°C] Tempo Y% degradacéo
Al-Dossary, Abood e Al- Aspergillus flavus 30 - 15 dias 100
Saad (2020) A. fumigatus 30 - 16 dias 100
Brevibacillus brevis (T2C2008) 37 25e37°C - 87
Al-Thukair, Malik e Nzila o o o iranilis (T2A12001) 37 25 ¢ 37°C 95
(2020)
Rhodococcus quinshengi (TA13008) 37 25e 37°C 18 dias 100
40
Behdarvandan et al. (2020)  Bacillus Sonorensis e Bacillus sp. (degradacdoa 20, 30¢e 40 96 horas 27,14%
25°C)
Chen et al. (2022) Pseudomonas brassicacearum MPDS 23 ‘3101(303%6 23, 2 dias 31,1
Delegan et al. (2019) Gordonia sp. 1D 50 - - 0
Gou et al. (2024) Ereqom'”am'a de bactérias do genero 45 15,3045 250 dias 70,17
irmicutes
Bactérias indigenas:
Predominantemente Pseudomonas (9.44 %)
Gou et al. (2023) Pseudonocardia (8.42 %) 45 - 250 dias 70
Saccharopolyspora (6.99 %)
Bacillus (6.02 %)
Guevara-Luna et al. (2022)  Bacillus licheniformis - 65— 100 - -
Imperato et al. (2019) Pseudomonas sp. (V14.1) e Pseudomonas 30 i i i

veronii (VI14T1)
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(concluséo)

Autores Microrganismos ;)!-tei mge[zact:l]ua I[:oa(u:>]<a testada Tempo % degradacéo
i A. migulans SA1, 35 - 10 dias >90
Eﬁﬂsﬁ‘t’ﬁgn;gyzﬁgg'&ég%?dar A. migulans SA2 35 i 10 dias >90
B. aneurinilyticus 35 40 dias 99,4
. 25, 30, 35, 40 .
Patowary et al. (2022) Pseudomonas aeruginosa SR17 35 e 45 5 dias 89,2
Bacillus licheniformis ARMP2 39 10, 29, 27, 37 24 horas 100
i e 39
Ravi et al. (2022) _ 10. 29 27 37
Pseudomonas aeruginosa ARMP8 39 o 3’9 e 25 horas 0
Sonwani et al. (2019) Bacillus cereus 32,5 20-40 8 dias 86,9
Aeribacillus pallidus 60 60— 90 5 dias fn“;f’l_de 1000
Tao et al. (2020) o . . 96% em 200
Aeribacillus pallidus 60 60 — 90 5 dias mg/L
Thimmarayan et al. (2024)  Bacillus sp. GN 3.4 37 28 — 40 - -
Tirkey, Ram e Mishra (2021) Pseudomonas sp. SA3 37 25, 30, 37 72 horas 98
Candida fluviatilis 24p-51 40
Vetrova et al. (2022) Pseudomonas extremaustralis 7-31 24 6-37 10 dias 35
Acinetobacter calcoaceticus 7-43 45
Wang, Z. et al. (2019) Bactérias Ochrobactrum sp. 25 - 168 horas 99,96
Yang et al. (2020) - 22 4e?22 4 semanas
Zeneli et al. (2019) - 23 - 80 dias 88,37

Fonte: Autoria propria.
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Ainda, pode-se ter a associacdo de técnicas, como Zeneli et al. (2019) que aplicando
bioestimulacdo e bioaumentacao verificaram que dentre diversos HPAS, o naftaleno apresentou
maior taxa de remocdo (88,37%), em temperatura fixa de 23 °C, umidade do solo acima de
30%, com concentracdo de nutrientes C: N: P na taxa de 120:10:1 (razdo molar).

O tempo de aplicacdo dos testes de degradacdo do naftaleno ndo apresenta padréo,
alguns autores utilizam horas para avaliagdo da remocdo do contaminante (Ravi et al., 2022;
Wang et al., 2019), enquanto outros utilizam semanas (Gou et al., 2023, 2024; Yang et al.,
2020; Zeneli et al., 2019), porém observa-se que tempos curtos, em torno de 15 dias
predominam.

Quanto a origem dos microrganismos testados, verificou-se que os autores isolaram as
espécies de solos contaminados por derramamento de petroleo (Al-Dossary; Abood; Al-Saad,
2020; Gou et al., 2023, 2024; Tao et al., 2020; Thimmarayan et al., 2024; Tirkey; Ram; Mishra,
2021; Vetrova et al., 2022; Yang et al., 2020), carvao (Wang et al., 2019) e area industrial
(Sonwani et al., 2019), enquanto Guevara-Luna et al. (2022) isolaram bactérias de hot springs
no México.

Com relacdo a temperatura 6tima, diversos estudos testam faixas de temperatura
diferentes visando a otimizagao do crescimento bacteriano. Porém néo realizam a avaliagdo da
degradacdo de naftaleno por microrganismos em sua temperatura étima, sendo uma lacuna
verificada a associacdo da melhor taxa de crescimento microbiano com a taxa de degradacéo
do contaminante, que ocorre em algumas pesquisas (Behdarvandan et al., 2020; Imperato et al.,
2019).

Um fator coadjuvante no processo é o pH do solo, sendo avaliado por alguns estudos
para determinacdo do valor 6timo. Para Bacillus licheniformis ARMP2 e Pseudomonas
aeruginosa ARMP8, o pH 6timo foi de 9 para ARMP2 e 7 para ARMP8 (Ravi et al., 2022).
Patowary et al. (2022) identificaram que 7,0 é o pH 6timo para degradacdo do naftaleno pela
espécie Pseudomonas aeruginosa SR17. Da mesma forma, estudos apontam o pH neutro como
otimo para degradacéo do naftaleno (Behdarvandan et al., 2020; Kesavan; Gousuddin Inamdar;
Muthunarayanan, 2020; Sonwani et al., 2019; Thimmarayan et al., 2024; Wang et al., 2019).
Valores de pH &cidos podem reduzir a magnitude da biodegradacdo do naftaleno (Al-Thukair;
Malik; Nzila, 2020), o que pode estar associado a baixa degradacdo de HPAs em solos tropicais.

Ainda, a variacdo de temperatura tem influéncia na atividade enzimatica, enzimas de
Pseudomonas putida ND6 — catecol 1,2-dioxigenase (C120) e 2,3- dioxigenase (C230) — que
possuem papel chave na degradacéo de anéis aromaticos, apresentaram atividade méxima em

45 °C e maior temperatura 6tima de 50 °C (Li et al., 2018). As enzimas catecol 1,2-dioxigenase
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e catecol 2,3- dioxigenase, também relacionadas a degradacdo de HPAs, apresentaram
temperatura 6tima foi de 35 °C e 30 °C, respectivamente (Kaur; Kaur; Gupta, 2020). Acima de
45 °C observa-se a reducéo da atividade enzimatica devido a desnaturacao das enzimas (Kaur;
Kaur; Gupta, 2020; Li et al., 2018). Assim, a degradacao dos HPAs esta diretamente associada
a temperatura, portanto manipular corretamente este fator contribui positivamente para
degradacdo do naftaleno e para o crescimento e desenvolvimento das comunidades

microbianas.
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3.3 BIOINDICADORES DA QUALIDADE DO SOLO

O solo possui grande biodiversidade, abrigando organismos que contribuem para
processos fundamentais, como a decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes,
estruturacdo do solo e biorremediacdo de contaminantes (Pulleman et al., 2012). Assim, para
avaliacdo da qualidade do solo podem ser empregados bioindicadores, que sdo organismos ou
grupos sensiveis usados para indicar impactos positivos e negativos no ambiente. O organismo
é considerado como bioindicador quando segue alguns critérios, como: ser universal na sua
distribuicdo, representar adequadamente uma funcdo do meio e relatar devidamente a
perturbacdo ambiental (Nikinmaa, 2014; Parmar; Rawtani; Agrawal, 2016).

Uma grande diversidade de organismos € aplicada como bioindicadores, podem ser
investigados microartropodes, minhocas, nematdides, plantas, animais (ex. sapos e
invertebrados) e microrganismos (Hou et al., 2020; Pulleman et al., 2012). As variacdes
ambientais sdo verificadas por meio das respostas dos organismos, alteracdes morfoldgicas e
fisioldgicas, variacdo no numero de espécimes ou abundancia da espécie na comunidade (Abas,
2021; Hou et al., 2020; Mcgeoch, 1998; Parmar; Rawtani; Agrawal, 2016).

Os efeitos de estresses ambientais na comunidade microbiana podem ser apontadas
principalmente por trés indicadores: atividade, biomassa e quociente metabolico (qCO2)
(Anderson; Domsch, 2010). Estes bioindicadores se relacionam a transferéncia de energia e a
demanda de carbono no solo, com base na teoria de Odum (1969) que o desenvolvimento em
um ecossistema tende a buscar maior eficiéncia energética para o equilibrio. A eficiéncia
energética para o desenvolvimento microbiano é explicada pelo qCO2, que relaciona a
respiracdo e a biomassa; quando em desenvolvimento as comunidades microbianas tém baixa
respiracdo por unidade de biomassa, ja no equilibrio os incrementos de carbono s&o
equivalentes as saidas (Anderson; Domsch, 2010).

Comunidades em situacdo de estresse — seja devido ao pH, temperatura, estresse
hidrico, falta de nutrientes ou contaminacéo do solo, apresentam valores elevados do quociente,
com menor eficiéncia energética, pois microrganismos em estresse utilizam as fontes de
carbono para manutencdo das células, por meio de alta taxa de respiragdo por biomassa
produzida. Em solos com pH é&cido verifica-se maiores valores de qCO2 quando comparado a
solos com pH préximos a neutralidade (Anderson; Domsch, 1993). O aumento da temperatura,
entre a 0 e 45 °C, contribui para o aumento da respiragdo basal (Anderson; Domsch, 1986).
Ainda, 0 qCO- é sensivel a variacdo do uso do solo, apresentando resultados variados em &reas

sob diferentes historicos de culturas (Anderson; Domsch, 1990). Deste modo, 0 qCO2 pode ser
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aplicado na avaliagdo do estresse em comunidades microbiana (Anderson; Domsch, 1993; Hou
et al., 2020).

Diversos estudos aplicam a relacdo entre respiracdo — atividade — e biomassa
microbiana para avaliacdo da qualidade do solo e determinacdo de alteracbes ambientais. Em
area afetada pelo rompimento da barragem de rejeito de minério de ferro na cidade de Mariana
foi observado alto qCO2 nas areas margens do rio Carmo, area diretamente afetada pelo
derramamento (Couto et al., 2021). Na avaliacdo do estresse de solos contaminados por
poluentes organicos sdo recomendados como indicadores microbioldgicos: a biomassa
microbiana, a atividade de urease e biomassa de fungos (Sun et al., 2023). Ainda, autores
verificaram maiores valores de qCO, como resultado da contaminacéo por biodiesel puro, que
tornou o0 ambiente estressante para 0os microrganismos (Badzinski et al., 2021). Desta forma, a
sensibilidade destes bioindicadores relata as alteracbes ambientais relacionadas a presenca de
diversos xenobidticos, o que pode ser associada a verificacdo de eficiéncia de processos de
biorremediagé&o.

A sensibilidade dos bioindicadores € utilizada em processos de biorremediacdo de
forma a acompanhar a biodegradacdo e seus impactos na comunidade microbiana do solo.
Durante biodegradacao de um plastico produzido em laboratério verificou-se que a biomassa e
a respiracdo basal foram positivamente correlacionadas a mineralizagdo, enquanto qCO> foi
negativamente correlacionado, o que implica em comunidade microbioldgica mais estavel por
meio do consumo do material organico (Moreira et al., 2018). No processo de remediacgédo de
solo contaminado com HPAs foi identificada associacao entre os bioindicadores e a degradacéo,
com a reducdo da concentracdo do naftaleno, fenantreno e antraceno, houve reducdo da
atividade microbiana, com tendencia de estabilizacdo (Silva et al., 2009). Na remediacéo de
solos contaminados com petréleo houve o aumento da biomassa microbiana, associada a maior
atividade, o que indica a utilizacdo do contaminante como fonte de carbono; porém o qCO:
apresentou valor mais elevado em comparacdo ao controle, que seria uma situacdo de estresse
dos microrganismos devido ao contaminante, que apresenta moléculas complexas para
degradacdo, reduzindo a eficiéncia microbiana (Caravaca; Roldan, 2003). Deste modo, 0s
bioindicadores microbioldgicos demonstram os efeitos dos contaminantes e da biodegradacédo
e podem ser associados a efetividade da biorremediagéo.

Ainda, para avaliar as técnicas de biorremediacdo podem ser aplicadas combinagdes
de bioindicadores, como a associac¢do de indicadores microbioldgicos e de fitotoxicidade. Os
ensaios de fitotoxicidade também podem ser aplicados como indicadores da qualidade

ambiental, fornecendo informacGes relacionadas as alteragdes ambientais, como efeitos da
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contaminacdo biodisponivel para os organismos do solo, eficiéncia da biodegradacdo e
formagé&o de subprodutos com maior toxicidade que o contaminante original (Eom et al., 2007;
Fernandez et al., 2005; Hawrot-Paw et al., 2020; Kwak; Kim; An, 2024). O ensaio de
germinacdo e crescimento € amplamente aplicado em diversos estudos, sendo estes dois
estagios sensiveis as condi¢cdes ambientais e criticas para o desenvolvimentos das plantas (Eom
et al., 2007; Gawryluk; Krzyszczak, 2024; Hawrot-Paw et al., 2020; Zarinkamar; Reypour;
Soleimanpour, 2013). O ensaio com alface (Lactuca sativa L.) é padronizado pela US EPA
(1996) e OECD (2003), este € amplamente aplicado para avaliacdo da toxicidade de areas e
amostras com diferentes contaminantes e niveis de contaminagdo (Delerue et al., 2019; Silveira
etal., 2017).

A associacao de ensaios de fitotoxicidade com indicadores microbiolégicos demonstra
0s impactos dos contaminantes e os efeitos do processo de remediacdo de forma mais ampla.
Em estudo combinando bioindicadores verificou-se redugdo na contagem de microrganismos
na presenca de biodiesel e resposta negativa quanto a germinacdo e crescimento de raizes em
dois ensaios de fitotoxicidade (Sorghum saccharatum — Sorgo e Sinapis alba — Mostarda
Branca), o que demonstra que o biodiesel apresentou toxicidade tanto para os microrganismos
como para as plantas testadas (Hawrot-Paw et al., 2020). Ainda, os bioindicadores podem ser
aplicados para comparacdo de técnicas de biorremediacdo, aplicando organismos dos principais
grupos do solo: Lactuca sativa, Eisenia andrei, microrganismos do solo e Vibrio fischeri,
Garcia-Carmona et al. (2017) concluiram que a técnica das biopilha apresentou melhor
remedigdo dos contaminantes, em comparacdo a “landfarming” € compostagem, bem como
melhor performance quanto a toxicidade, associada a maior taxa de respiragdo microbiana do
solo. Em estudo similar, autores verificaram maior taxa de respiracéo no solo recuperado e nos
tratamentos de biorremediacdo que no controle, bem como maior taxa de germinacdo;
resultados que indicam a reducdo da biodisponibilidade de metais pesados, pela alteracdo do
pH e conteldo de matéria organica, o que implica em menor toxicidade, maior abundéancia e
atividade da comunidade microbiana (Paniagua-Lopez et al., 2021).

Deste modo, bioindicadores podem ser aplicados na avaliagdo de processos de
biorremediagéo, contribuindo para compreensdo do processo e fornecendo informagdes sobre

os efeitos nos organismos do solo, biodisponibilidade, toxicidade e formacao de subprodutos.
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4 METODOLOGIA

De forma a analisar o efeito do aquecimento do solo e da contaminagéo por naftaleno
em variaveis microbioldgicas e de fitotoxicidade foram realizadas as etapas apresentadas no

fluxograma (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma da metodologia com etapas, processos e atividades realizadas
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- S \ Contagem de bactérias em placas de petri (Dobereiner,
Analises biologicas N . . :
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Fonte: Autoria prépria.
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41 AMOSTRAGEM DO SOLO

Amostras de solo foram coletadas seguindo as diretrizes de Santos et al. (2015), em
area de propriedade da Universidade Federal de Itajubd (UNIFEI), nas coordenadas
22°24'19.2"S 45°25'42.5"W, em lItajubd (MG) (Figura 4). A area selecionada apresenta solos
classificados como Argissolo Vermelho-Amarelo (equivalente a Acrisols na classificacdo
World Reference Base for Soil Resources — WRB (FAO, 2015)), que é a classe predominante
no municipio de Itajubd (Lima et al., 2021). Estes solos possuem como caracteristicas
diferenciais a presenca de um horizonte B textural, com argila de atividade baixa, ou atividade
alta desde que conjugada com saturacao por bases baixa ou com carater aluminico (dos Santos
etal., 2025).

As amostras foram armazenadas em sacos plasticos e transportadas imediatamente
para o Laboratério de Microbiologia do Centro de Estudos em Qualidade Ambiental
(CEQUAM), da UNIFELI, onde foram armazenadas em camara fria e preparadas para realizacéo

do experimento.

Figura 4 — Vista geral da area de estudo, com destaque para o solo e sua cobertura vegetal
S - e e % '."‘ v L o ;

A
e

Fonte: Autoria propria.
4.2 CARACTERIZA(;AO DO SOLO

4.2.1 Caracterizacdo fisica

Para avaliar as caracteristicas fisicas do solo, determinou-se a textura seguindo a
metodologia estabelecida por Teixeira et al. (2017). A textura do solo foi analisada por meio

de anélise granulométrica, utilizando o método da pipeta, em triplicata. As amostras de solo
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coletadas foram inicialmente secas ao ar e posteriormente peneiradas para obter terra fina seca
ao ar (TFSA).

4.2.2 Caracterizacdo quimica

A andlise quimica basica do solo foi realizada no Laboratorio de Analise de Solos do
Instituto Federal do Sul de Minas Gerais (IFSULDEMINAS) — Campus Inconfidentes. Em que
foram analisados pH em &gua; fésforo (P); potassio (K); célcio (Ca); magnésio (Mg); H+
aluminio (Al acidez potencial); soma das bases (SB); capacidade de troca cationica (CTC);
porcentagem de saturacdo por bases (%V); percentagem de saturacdo por aluminio (%m);
relacdo calcio/magnésio (Ca/Mg) e relacdo magnésio/potassio (Mg/K); boro (B); zinco (Zn);
ferro (Fe); manganés (Mn); cobre (Cu); matéria organica (MO) e fosforo remanescente
(Teixeira et al., 2017).

43  PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SOLO

Como primeiro passo para compreender a aplicacdo da biorremediacdo térmica em
solos tropicais foram construidos, em laboratorio, microcosmos replicando condi¢des de campo
(in-situ). Os tratamentos foram combinacdes de dois fatores: a variacdo de temperatura (28, 38,
48 e 58 °C) e contaminacdo do solo — em diferentes concentrages (0, 50, 100, 250 e 500 mg/kg
de naftaleno); os experimentos foram realizados com trés repeticdes, aleatoriamente
distribuidas.

As amostras de solo foram peneiradas em peneira de 2 mm. Todo material foi pesado
e contaminado, sendo este processo realizado por meio da mistura do Naftaleno (NAP — C1oHsg)
em sua forma solida, em p6 (conforme resultados apresentados no Apéndice A), com o solo.
Posteriormente 100 g de solo contaminado foram separados em cada microcosmo montado em
copos plasticos higienizados com alcool 70% e expostos a luz ultravioleta, as unidades
amostrais foram tampadas utilizando plastico filme, com objetivo de reduzir a perda de umidade
(Figura 5).
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Fi‘gura 5 — Unidades amostrais do expe’rimen

* Fonte: Autoria-p pria.

Os recipientes contendo as amostras ja contaminadas foram levados para estufas com
temperaturas controladas de 28, 38, 48 e 58 °C, de forma a simular a biorremediag&o térmica.
A umidade das amostras foi mantida em 60% da capacidade de retencdo de agua, por meio de

manutencdo de massa de agua.

Figura 6 — Amostras na estufa — simulagdo da biorremediacéo térmica

Fonte: Aurla proprla.
4.4  ANALISES BIOLOGICAS

As andlises microbioldgicas realizadas consistiram em atividade e biomassa
microbiana e quociente metabdlico — ou taxa de respiracdo especifica (QCO2). As metodologias
descritas por Anderson (1982), Ferreira, Camargo e Vidor (1999) e Anderson e Domsch (1993)
foram empregadas para realizar as andlises citadas. Em complemento foi realizada a contagem
de bactérias totais em placas de petri, por meio da adaptagdo de metodologias descritas por
Ddbereiner, Baldani e Baldani et al. (1995), Melloni et al. (2004) e Wollum 11 (1982).
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Ainda, para avaliar a efetividade da biorremediacao térmica foi avaliada a toxicidade
do solo por meio do crescimento radicular de sementes de alface (Lactuca sativa) empregando
a metodologia recomendada por US EPA (1996) e OECD (2006). Todas as analises biologicas
foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do CEQUAM.

Ap6s a contaminacdo e preparacdo das amostras foram aplicadas as analises
microbioldgicas e de fitotoxidade, de forma a verificar os efeitos das doses do contaminante,
imediatamente ap0s a contaminacdo. Ja para compreender como a biorremediacdo térmica
influencia a comunidade microbiana e a fitotoxicidade, o aquecimento do solo foi um fator
aplicado durante 15 e 30 dias, periodos em que as amostras foram mantidas em estufas. Apos
estes periodos de simulacdo da biorremediacdo térmica, houve também a determinacdo das
analises microbioldgicas e de fitotoxidade, para observar a possivel existéncia de tendéncia de

comportamento das variaveis biolégicas ao longo do tempo.

4.4.1 Atividade microbiana, biomassa e quociente metabolico

Para determinar a atividade e biomassa microbiana e quociente metabolico, foi
utilizado o método de irradiacdo-incubacao, proposto por Ferreira, Camargo e Vidor (1999).
Para isso, 40 g de solo foram irradiadas utilizando forno de micro-ondas, de modo a eliminar
0s microrganismos por meio de irradiacdo eletromagnética, com inoculacdo de 2 g de amostra
de solo ndo esterilizado. Em outro frasco, 40 g de solo nao foram irradiados. Todas as amostras,
bem como o branco, foram incubadas por 10 dias a 28 °C, sem luz, de modo a prevenir o
crescimento de algas.

A atividade microbiana foi determinada por titulagdo com HCI 1mol/L, pelas amostras
ndo irradiadas, cujo CO- capturado por solugdo de NaOH 1 mol/L, apés adicdo do BaCl e
fenolftaleina (Anderson, 1982). O carbono da biomassa microbiana foi quantificado pela
diferenca de carbono liberado entre amostras irradiadas e néo irradiadas (Ferreira; Camargo;
Vidor, 1999). Assim, foi calculado 0 qCO3, sendo a razéo da atividade e biomassa microbiana
(Anderson; Domsch, 1993).

4.4.2 Contagem de bactérias totais em placas

Para contagem de microrganismos em placas 10 g de solo foram diluidos em 90 ml de
solucéo salina (0,9%). A amostra foi agitada a 100-150 rpm por aproximadamente 20 minutos.

DiluicBes sucessivas foram realizadas a partir da diluigéo inicial 10" (1 mL da amostra: 9 mL
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NaCl 0,9%) até 10™*. O in6culo de 0,05 mL da diluigdo 10 (verificada como a melhor diluigio
para contagem) foi espalhado com al¢a de Drigalski em placas de Petri, de 6 cm de diametro,
que continham meio Plate Count Agar (PCA) — especifico para crescimento e contagem de
bactérias, com quatro repeticdes (Ddbereiner, Baldani e Baldani et al., 1995; Melloni et al.,
2004; Wollum 11, 1982). Utilizou-se 0,05 mL da amostra diluida visto que foram utilizadas
placas pequenas, devido ao nimero de repeticdes realizadas (80 amostras). As culturas foram

incubadas durante 3 dias a 28 °C, avaliando-se, posteriormente, o crescimento bacteriano.

para contagem de microrganismos

Figura 7 — Placas de petri inoculadas em incuba¢éo

Fonte: Autoria propria.

A determinac¢@o do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) é realizada a
partir da multiplicacdo do nimero de col6nias presentes na placa de Petri pelo fator de diluicdo
correspondente (no caso 10#) e pelo volume da amostra (Débereiner, Baldani e Baldani et al.,
1995).

4.4.3 Teste de fitotoxicidade

Para avaliar a germinacdo e comprimento radicular de sementes de alface foram
aplicadas as metodologias descritas em US EPA (1996) e OECD (2006). Ao todo, 20 sementes
de Lactuca sativa L. foram dispostas em placas de Petri com papel filtro — para possibilitar a
aderéncia das sementes, e foi adicionado 5 ml de extrato do solo. O extrato foi obtido usando
proporcdo solo: agua de 1:5 com agitacdo por 24 horas e separados por centrifugacdo, durante

30 min. As placas foram incubadas em 25+1 °C, durante 120 h.
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Fonte: Autoria propria.

Apds o periodo de incubacdo, 0 numero de sementes germinadas e 0s comprimentos
radiculares (Figura 9) foram avaliados. Os resultados sdo apresentados em termo da relacéo

entre o comprimento medido de cada amostra e o controle.

Figura 9 — Sementes de Lactuca sativa L. germinadas sobre papel milimetrado
< St

: —

Fonte: Autoria pképfiz;. h
45  ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk, todavia visto que 0s
dados ndo cumpriram o pressuposto de distribuicdo normal foi aplicada a PERMANOVA
(Permutational Multivariate Analysis of Variance), versdo ndo-paramétrica do teste
multivariado de andlise de variancias (Anderson, 2017). Para compreender a distribui¢do dos
tratamentos foram estimadas e avaliadas analises multivariadas exploratorias: analise de cluster
hierarquica (HCA — Hierarchical Cluster Analysis), obtida pelo método de Ligacdo média entre
grupo (UPGMA), com critério de corte de Mojena; e analise de componentes principais (PCA
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— Principal component analysis). A correlacdo de Spearman e o teste de Mantel foram
empregados para analisar as varidveis e comparar seu comportamento ao longo do tempo, de
forma a verificar se houve alteracdo estatisticamente significativa das variaveis resposta entre
0, 15 e 30 dias. Todas as analises foram realizadas com 95% de nivel de confianca utilizando o
software R Studio 2024.12.0 Build 467 (pacotes: vegan, MultivariateAnalysis, ggplot2,
RColorBrewer, pheatmap, dplyr, tidyverse, factoextra, FactoMineR, stats e corrplot) (R Core
Team, 2024).



43
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO SOLO

Os resultados das analises fisico-quimica do solo (Tabela 2) indicam que este € um
solo de textura argilosa — com alto teor de argila, acido devido ao seu baixo pH em agua (5,04),
com alta acidez potencial dada pelo valor elevado de H+Al (8,28), baixa saturagéo por bases
(SB) e apesar de ser um horizonte A, este apresenta matéria organica considerada baixa (1,45
dag/dm3). Este, ainda é caracterizado como um solo de baixa fertilidade, com baixa
concentracdo de calcio (Ca) e magnesio (Mg). Em contraste, os macronutrientes do solo

apresentam niveis satisfatorios, enquanto os micronutrientes possuem variagdes, com niveis

adequados.
Tabela 2 — Resultados da analise fisico-guimica do solo
Parametro Unidade Resultado

Argila % 47,00
Silte % 11,64
Areia % 41,36
Matéria Orgéanica dag/dm3 1,45
pH - 5,04

P mg/dm3 32,6
K mg/dm3 233,6

Ca Cmol/dm3 0,4
Mg Cmol/dm3 0,17

Al Cmol/dm3 0,9
H+AI Cmol/dm3 8,28

SB Cmol/dm3 1,2
Ca/Mg 2,49
Mg/K 0,29
\/ % 12,66
m % 42,86

T Cmol/dm3 9,48

Zn mg/dm? 2,3

Fe mg/dm3 66,9
Mn mg/dm? 14,2

Cu mg/dm3 1,6

B mg/dm? 0,2

S mg/dm3 --

Onde: soma de bases (SB), acidez potencial (H+Al), aluminio extraivel (Al), Capacidade de Troca Cati6nica total
(T), saturacdo por bases (V%), saturacdo por aluminio (m%), matéria organica (MO), fosforo
remanescente (P rem).

Fonte: Autoria propria.

Neste contexto, o solo utilizado simula uma situacdo de significativo estresse

ambiental, com caracteristicas de Argissolos e Cambissolos, classes predominantes na regido
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estudada (Lima et al., 2021). Ainda, a area em que o solo foi coletado ndo é de uso agricola,
portanto ndo passou por manejo e correcdes, 0 que justifica a alta acidez, baixa SB e presenca
significativa de aluminio trocavel. Desta forma, os resultados quimicos demonstram que este
solo apresenta vulnerabilidade frente a contaminacdo com HPAS, e outros contaminantes, com
risco de mobilidade e menor potencial de degradacdo. Assim, a utilizacdo deste solo no estudo

simula, de forma real, uma situacdo de contaminacéo em um solo tipico de regido tropical.
5.2  ANALISES BIOLOGICAS

Os fatores estudados (temperatura e concentracdo) implicaram em alteragdes na
microbiota e na fitotoxicidade. Estas alteracbes foram definidas por meio da categorizacao
hierarquica (HCA) das variaveis, associada a analise de componentes principais (PCA) e a
matriz de correlacdo. Foi observada a relacdo entre as analises estatisticas aplicadas, de modo
que os resultados de HCA e a correlacdo se associam as informacdes da PCA; desta forma,
todos os resultados foram apresentados, com ampla discusséo da PCA, que abrange
informacdes dos clusters e da correlacdo. Ainda, as analises de cluster apresentadas no estudo
abrangem os agrupamentos dos tratamentos e indicam por meio de um mapa de calor o valor
normalizado das variaveis, o que possibilita compreender quais as similaridades entre os
clusters formados.

A contaminacéo do solo resulta em efeitos imediatos e a longo prazo, assim buscou-
se verificar a influéncia imediata da contaminacgdo por naftaleno nas variaveis microbioldgicas
e de fitotoxicidade em um solo tropical. Para verificar o efeito das doses imediatamente ap6s a
contaminacdo foi realizado o teste PERMANOVA (Tabela 3). Com relacdo ao efeito imediato
do contaminante foi identificado que as doses do naftaleno resultaram em diferencas
estatisticamente significativas, de forma multivariada, nas variaveis dependentes (p = 0,001),
ou seja, 0 aumento da concentracdo imediatamente ap6s a contaminacdo causa alteracdes na
microbiota e na fitotoxicidade — relacionada a germinacdo e comprimento de raizes de sementes
de alface. Enfatiza-se que a metodologia utilizada para algumas das variaveis microbioldgicas
(atividade, biomassa e qCO2) possui tempo de incubacéo do solo de 10 dias, portanto para estas
variaveis o tempo 0, imediatamente ap6s a contaminacéo, inclui o periodo de incubacdo do
solo, dado que a metodologia ndo reporta de forma instantanea estes parametros.

Para o tempo 0, no dendrograma verifica-se apenas um grupo pelo critério de corte de
Mojena, porém existem dois agrupamentos com separagd0 marcante: grupo 1 com altas
concentragdes (250 e 500 mg/kg) e grupo 2 com as concentragdes mais brandas (0, 50 e 100

mg/kg de naftaleno) (Figura 10). O grupo 1, de concentragdes mais elevadas, apresentou menor
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contagem em placas e menor biomassa, associado a maiores valores de atividade microbiana e
gCO», 0 que indica maior estresse e menor desenvolvimento da comunidade microbiana. O
grupo 2 se associou devido aos valores mais altos relacionados ao crescimento microbiano (bio

e cont), com baixos valores de atividade e qCO..

Figura 10 — Analise Hierarquica de Clusters (HCA) dos dados da contaminacdo imediata e relacdo entre os
bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes
de alface
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A linha vermelha indica critério de corte de Mojena para o dendrograma
Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; gCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinacdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

Quanto a analise de correlagdo (Figura 11), imediatamente ap0s a contaminagédo se tem
correlacéo forte entre atividade e qCO- (0,8), correlacdo negativa forte entre bio e qCO2 (- 0,96)
e correlacdo moderada de 0,61 para as variaveis de fitotoxicidade (comp e germ). As
correlagbes microbiolégicas demonstram que atividade e qCO: se relacionam positivamente,
enguanto a biomassa se relaciona negativamente a ambos, 0 que indica que o aumento de

atividade e gCO; indicam maior estresse e relacionam com menor crescimento microbiano.
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Figura 11 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbioldgicos (biomassa,
atividade e qC0O2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface — para os dados da contaminacéo
imediata

comp 042 044 049 086 0.61

germ 046 067 049 -0.03
Corr

1.0
0.5

cont 0.04 0.1 012 00
-0.5
-1.0

qCo2 0.8 -0.96
bio -0.64
5 ¥ S S S

O

Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; qCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinagdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

O estudo dos efeitos imediatos da contaminagdo em microrganismos do solo pode ser
complexo devido as alteracOes e relacdes das variaveis ambientais relacionadas a dindmica do
contaminante no solo. De forma a verificar os efeitos da contaminacdo no tempo 0 no solo,
aplicou-se a PCA as variaveis de estudo. Na analise de componentes principais para os efeitos
imediatos da contaminacdo do solo houve explicacdo de 68,4% dos dados pelos 2 primeiros
componentes, com participacédo de 41,6% do CP1 e 26,8% do CP2 (Figura 12). O componente
principal 1 se relacionou as variaveis bioldgicas (biomassa, atividade e quociente metabdlico)
e 0 CP2, apresentou maior relagdo com as variaveis relacionadas a fitotoxicidade (germinagéo
e 0 comprimento de raizes de sementes de alface). O aumento da concentracdo implicou em
maiores valores de atividade e qCOz, 0 que indica maior estresse da comunidade microbiana,
enquanto as menores concentracdes (0, 50 e 100 mg/kg) se posicionam no primeiro e segundo
guadrante, com maiores valores de biomassa, 0 que demonstra maior crescimento microbiano,
sem prejuizos relacionados a comunidade microbiana.

No segundo quadrante verifica-se que as concentraces de 50 e 100 mg/kg

apresentaram valores relacionados a menor fitotoxicidade das amostras, com maior germinagédo
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e comprimento de alface. Quanto as variaveis de fitotoxicidade, estas sdo inversamente
proporcionais a fitotoxicidade, ou seja, altos valores de germinacao e comprimento de raizes de
sementes de alface indicam baixos valores de fitotoxicidade e vice-versa.

Figura 12 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados da contaminagao imediata, considera 5

niveis de concentragdo de naftaleno e relagdo entre os bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e
gCO02) e de fitotoxicidade (contagem e comprimento de raizes de sementes de alface)

Concentragao [mg/kg]
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PC1(41,6%)
Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; qCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinagdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

As analises realizadas imediatamente apds a contaminacdo demonstram variaces do
comportamento microbiano e da fitotoxicidade, conforme as doses do contaminante. Os
diferentes comportamentos estdo associados ao agrupamento e correlacbes das variaveis
microbiologicas relacionadas ao desenvolvimento microbiano (biomassa microbiana e
contagem de bactérias em placas), de variaveis de estresse ambiental (atividade microbiana e
gqCO2) e de fitotoxicidade (germinacdo e comprimento de raizes de sementes de alface). Os
efeitos imediatos da contaminacao por naftaleno incluem o maior estresse microbiano e maior
fitotoxicidade das amostras.

A anélise multivariada demonstra 0 aumento do estresse microbiano como resultado

do aumento das doses de naftaleno. Estudos apontam que o aumento da concentracdo de HPAs
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(Badzinski et al., 2021; Lyszczarz; Lasota; Blonska, 2022; Zhang et al., 2018; Zhao et al.,
2018), combustiveis fosseis (Badzinski et al., 2021) e agrotdxicos (Wolejko et al., 2020)
também resulta em alteracbes na comunidade microbiana. O estresse da microbiota do solo
frente as diferentes concentracdes é indicado principalmente pelo qCO2, que é inversamente
proporcional a biomassa e demonstra como a comunidade se encontra em questdo de eficiéncia
energética (Anderson; Domsch, 2010). A partir destes resultados € possivel definir limites de
contaminagcdo com menores impactos na microbiota.

Além da concentracdo do contaminante, a temperatura € um fator que interage em
processos microbioldgicos de degradacdo, portanto ambos os fatores influenciam na eficiéncia
da biorremediacdo térmica e possuem efeitos diversos nas variaveis de estudo. De forma a
avaliar a interacdo entre as doses de naftaleno e a temperatura e o efeito isolado destes fatores
nas variaveis foi aplicada a PERMANOVA (Tabela 3). A analise demonstrou que apos 15 dias
de contaminagdo, houve interacdo entre temperatura e concentracdo, o que indica o efeito
multivariado da combinacdo dos fatores. Ainda, a temperatura de forma isolada apresentou
efeito estatisticamente significativo, enquanto a concentracdo ndo apresentou efeito
significativo de forma isolada, os mesmos efeitos foram verificados apds 30 dias de
contaminacgdo. Desta forma, a existéncia de interagdo entre os fatores para 15 e 30 dias de
contaminacdo demonstra que a eficiéncia da biorremediacdo térmica depende tanto da
temperatura aplicada quanto da concentragdo do contaminante.

Tabela 3 — Teste PERMANOVA para 0s fatores experimentais apds 15 e 30 dias de contamina¢do

Tempo Valores de significancia
(dias) Interagdo Temperatura Concentracéo
15 0,001* 0,001* 0,078
30 0,001* 0,001* 0,1

* Asterisco indica diferenca estatisticamente significativa nos valores de p em niveis de confianca de 95%
Fonte: Autoria propria.

Ap0s 15 dias de contaminacdo, a classificacdo hierdrquica conforme critério de corte
de Mojena apresentou a divisdo em trés grupos (Figura 13): grupo 1, separacéo do tratamento
de 28 °C e 500 mg/kg (28:500), grupo 2 composto por trés concentracdes (50, 100 e 500 mg/kg)
da temperatura mais elevada (58°C), os demais tratamentos formam o terceiro grupo. O grupo
1, tratamento 28:500, foi separado por apresentar maiores valores de biomassa e contagem em
placas e menores valores de atividade e qCO2, com baixos valores das variaveis de

fitotoxicidade, o que caracteriza o tratamento para alto estimulo microbiano. O grupo 2 foi
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caracterizado por maior estresse microbiano e alta fitotoxicidade, enquanto o terceiro grupo

apresenta maior variagao.

Figura 13 — Dendograma dos dados ap6s 15 dias de contaminacédo e relacéo entre os bioindicadores
microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface
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A linha vermelha indica critério de corte de Mojena para o dendrograma
Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; qCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinagdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

Conforme a andlise de cluster as variaveis estudadas formaram trés grupos principais:
um relacionado ao crescimento microbiano, outro relacionado ao estresse microbiano, e por fim
um grupo relacionado a fitotoxicidade (Figura 13). Como comentado sobre a associacdo das
analises estatisticas, os resultados de HCA se relacionam com a correlacdo de Spearman (Figura
14); apos 15 dias de contaminacdo as correlacbes demonstram relacdo negativa entre atividade
e contagem em placas (- 0,69), bem como entre contagem e 0 qCO> (- 0,53), enquanto a relagéo
é positiva entre a biomassa e a contagem (0, 26), o que indica relagdo negativa entre as variaveis

de desenvolvimento microbiano e atividade e qCO3, relacionadas ao estresse microbiano.
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Figura 14 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbioldgicos (biomassa,
atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface ap6s 15 dias de contaminagédo do
solo
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Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; gCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinacdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).
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Fonte: Autoria propria.

Na biorremediacdo térmica, a associacdo entre temperatura e concentracdo implicou
em efeitos diferentes sobre os microrganismos do solo, o que pdde ser avaliado por
bioindicadores microbioldgicas e de fitotoxicidade. De forma a compreender a interacdo entre
os fatores, temperatura e concentracao, foi aplicada a PCA. Ao conduzir esta analise, verifica-
se a explicacdo das variaveis microbioldgicas pela CP1 e variaveis de fitotoxicidade associadas
a CP2 (o que segue 0 mesmo padrédo observado de forma imediata apds a contaminacao) (Figura
15). No CP1 houve maiores valores relacionadas ao crescimento e desenvolvimento das
comunidades microbianas no sentido de menores temperaturas (28 e 38°C), com menor impacto
nas comunidades microbianas em altas concentragcdes do contaminante. Para as temperaturas
de 48 e 58°C houve menores valores de bio e cont e maiores valores de atividade microbiana e
gCO», o que indica que nestas temperaturas as comunidades microbianas apresentaram maior
estresse ambiental, com menor estresse para o tratamento de 48 °C e 500 mg/kg. As
temperaturas entre 28 e 38 °C influenciaram positivamente no crescimento e desenvolvimento
das comunidades microbianas com menor estresse, o que pode ser benéfico na biorremediacao

térmica.
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Figura 15 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados ap6s 15 dias de contaminagdo, considera 5
niveis de concentracdo de naftaleno e relacéo entre os bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e
qCO2) e de toxicidade (contagem e comprimento de raizes de alface)
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Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; qCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinagdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

Os fatores — temperatura e concentracdo de naftaleno interagiram de forma complexa
sobre as variaveis. A temperatura influenciou principalmente o estresse e crescimento
microbiano; a concentracao apresentou maior variabilidade de respostas para todas as variaveis.
A contagem de bactérias em placas e a biomassa tem significado associado ao crescimento e
reproducdo dos microrganismos (Badzinski et al., 2021), possuem dependéncia de uma faixa
de temperatura 6tima (Behdarvandan et al., 2020; Liu et al., 2018; Ravi et al., 2022) e
geralmente aumentam em menores concentragdes de contaminantes (Zhao et al., 2023);
enquanto atividade microbiana e qCO2 se associam demonstrando o estresse causado pelos
tratamentos (Anderson; Domsch, 2010). O efeito da temperatura na biomassa e respiragdo
microbiana foi verificado em estudos anteriores (Anderson; Domsch, 1986; Pietikéinen;
Pettersson; Baath, 2005; Yamazaki et al., 2020) e influencia, sobretudo, a eficiéncia da
biorremediagéo (Kaur; Krol; Brar, 2021). A concentrac¢do dos contaminantes também é um fator

associado a variabilidade de resposta microbioldgica, que pode ser nocivo (Couto et al., 2021;
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Lyszczarz et al., 2021) ou um estimulo (Lamy et al., 2013; Zhao et al., 2018). Assim, na
avaliacdo da biorremediagdo térmica ambos os fatores devem ser considerados; ainda novos
estudos podem quantificar a degradacdo do contaminante, que além de biodegradado sofre
influéncia da temperatura, com alteracbes de suas caracteristicas fisico-quimicas, como
volatilidade e biodisponibilidade.

As alteragdes apresentadas nas varidveis microbioldgicas relacionadas as mudangas de
temperatura e concentracdo podem influenciar a biorremediacdo do contaminante. A
temperatura € um fator que contribui diretamente para biodegradacéo, na literatura verifica-se
a influéncia da temperatura na biorremediacdo de contaminantes como HPAs (Ali et al., 2023;
Rabani et al., 2022), metais pesados (Heidari; Panico, 2020; Palanivel et al., 2020) e BTEX
(Kaur et al., 2023). Como avaliado pela PCA, foram observados nos tratamentos as seguintes
tendéncias: em 28 e 38°C maior biomassa e contagem em placas, com menor atividade e qCO;
para maiores temperaturas (48 e 58°C) comportamento contréario. Esta tendéncia indica a
relacdo entre as variaveis microbioldgicas e a biorremediacdo de contaminantes. A reducdo da
atividade microbiana pode ser associada a reducdo de HPAs (Silva et al., 2009), estudo aponta
correlacdo negativa entre qCOz e mineralizagdo de composto pléstico (Moreira et al., 2018), a
biomassa microbiana é indicada como varidvel com maior associacdo a degradacdo de
compostos de petréleo (Onwosi et al., 2020) e a mineralizacao de metais pesados (Dovletyarova
et al., 2024). Ainda, a atividade enzimatica e caracterizacdo da comunidade microbiana podem
ser correlacionadas a degradacdo de metais pesados (Dovletyarova et al., 2024; Lee; Oh; Kim,
2008), do mesmo modo existe correlacdo forte entre o crescimento microbiano e a degradacédo
de BTEX (Kaur et al.,, 2023). Estas relacdes entre as variaveis demostram que 0s
microrganismos séo capazes de utilizar o contaminante como fonte de energia, o que contribui
para o crescimento, reproducdo e maior estabilidade das comunidades microbianas. Assim,
futuros estudos podem aplicar estes bioindicadores na avaliacao dos efeitos da contaminacao e
da eficiéncia da remocdo de naftaleno e de outros HPAs, além de avaliar casos de co-
contaminacéo.

Para o segundo componente principal foram verificadas informacGes quanto a
fitotoxicidade — relacionada & germinagdo e comprimento de raizes de sementes de alface, se
tem indicio que a aplicacdo da temperatura resultou na reducéo da fitotoxicidade, com a maior
associacdo de tratamentos de 38 e 48 °C no sentido positivo do CP2, o que indica menor
fitotoxicidade, dada a razdo inversa entre as variaveis germinagdo de sementes de alface (germ)
e comprimento de raizes de alface (comp) e a fitotoxicidade. Alguns tratamentos com diferentes

concentracdes variaram deste padrdo como 0 mg/kg a 38 °C que se apresenta negativamente
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posicionado no CP2, ainda 0 e 250 mg/kg de 58 °C possuem valores positivos no CP2, o que
indica que estes tratamentos possuem menor fitotoxicidade, ou seja, maiores valores de
germinacdo e comprimento de alface.

As variaveis de fitotoxicidade utilizadas apresentaram relacbes variadas aos
tratamentos de temperaturas e concentracfes. Conforme a PCA, tratamentos com melhor
desempenho microbiana possuem maior fitotoxicidade — que pode ser relacionada a formagéo
de subprodutos mais toxicos que a contaminacao original, resultado também encontrado por
outros autores (Chibwe et al., 2015; Zeng et al., 2021, 2023) e divergente a outras investigacdes
(Aswani et al., 2025; Urionabarrenetxea et al., 2021). Para confirmacdo dos resultados de
fitotoxicidade seria adequado para futuros estudos a aplicacdo de mais de uma espécie
indicadora. De forma geral, a auséncia de naftaleno (0 mg/kg) implicou em melhor performance
quanto a fitotoxicidade, o que indica que a presenca do contaminante tende a contribuir para
um aumento de toxicidade (Hawrot-Paw et al., 2020; Kwak; Kim; An, 2024), com ressalvas
para tratamento com concentragdes mais elevadas, como 48:500 e 38:250 que apresentam
valores das variaveis de toxicidade proximos a auséncia do contaminante.

O comportamento da fitotoxicidade e da microbiota do solo pode apresentar variacdes
em virtude da presenca de contaminantes ao longo do tempo. De forma a verificar o
comportamento das varidveis ambientais foram repetidos os ensaios bioldgicos apés 30 dias de
contaminacdo. A analise de cluster conforme o critério de Mojena, para os dados ap6s este
periodo de contaminacdo, apresentou a formacdo de 3 grupos (Figura 16): o grupo 1 apenas
com o tratamento 28:500, grupo 2 contendo 48:0, 48:50, 28:50, 28:0 e 38:100, enquanto o0
terceiro grupo engloba os demais tratamentos. Neste tempo o tratamento 28:500 apresentou
baixos valores para biomassa, com altos valores para as demais variaveis, o que indica que este
tratamento passou por grande estresse com o passar do tempo. O segundo agrupamento se
caracterizou principalmente por altos valores das variaveis relacionadas a toxicidade e baixa
biomassa, com diferentes valores para varidveis relacionadas ao estresse microbiano, portanto
neste grupo tem-se menor crescimento bacteriano com baixa toxicidade. Por fim, o terceiro

grupo possui maior variagao entre as variaveis respostas observadas.
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Figura 16 — Dendograma dos dados ap6s 30 dias de contaminacéo e relacéo entre os bioindicadores
microbioldgicos (biomassa, atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface
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Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; gCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinagdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

Ainda, a analise de clusters permitiu agrupar as variaveis em trés grupos: um contendo
a biomassa, outro para as variaveis de fitotoxicidade e um terceiro grupo com as variaveis de
estresse (ativ e qCO») acrescidos da contagem em placas. A matriz de correlacdo de Spearman
pode ser associado ao agrupamento das variaveis, pois houve correlacdo alta entre as variaveis
de toxicidade (comp e germ) (0,89), correlacdo negativa moderada entre qCO2 e biomassa
(- 0,72) e correlacéo positiva moderada entre qCO2 e contagem em placas (0,56) (Figura 17), o
que também é retratado pelo agrupamento dado na analise de clusters.
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Figura 17 — Matriz de correlacdo de Spearman relacionando os bioindicadores microbioldgicos (biomassa,
atividade e qCO2) e contagem e comprimento de raizes de sementes de alface apds 30 dias de contaminagéo do
solo
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Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; gCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinacdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface
(L. sativa).

Fonte: Autoria propria.

Os efeitos associados da temperatura e concentragdo nos microrganismos do solo
podem ocorrer em longo prazo e apresentar modificacdes de comportamento. Apos incubacao
de 30 dias, verificou-se relacdo similar ao dos anteriores (0 e 15 dias) entre 0s componentes
principais: CP1 relacionado as variaveis bioldgicas e CP2 relacionado as variaveis de
fitotoxicidade (Figura 18). Tratamentos alocados no primeiro e segundo quadrante possuem
maior relagdo com a biomassa, enquanto terceiro e quarto quadrante tem maior relagdo com a
atividade microbiana, quociente metabdlico e contagem em placas, aqui verifica-se
comportamento oposto da biomassa e demais varidveis bioldgicas. Com relacdo as variaveis de
fitotoxicidade o segundo e terceiro quadrante possuem menor toxicidade, enquanto o primeiro
e quarto indicam maior toxicidade, com menores valores dos indicadores — germinacéo e

comprimento da semente de alface.
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Figura 18 — Analise de Componentes Principais (PCA) para os dados apés 30 dias de contaminacdo, considera 5
niveis de concentracdo de naftaleno e relacéo entre os bioindicadores microbioldgicos (biomassa, atividade e
qCO2) e de toxicidade (contagem e comprimento de raizes de alface)
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Onde: ativ: Atividade microbiana; bio: Biomassa microbiana; gCO2: Quociente metabdlico; cont: Contagem de
bactérias em placa; germ: germinacdo de sementes de alface (L. sativa); comp: comprimento da raiz de alface

(L. sativa).
Fonte: Autoria propria.

Assim, com o tempo houve maior contagem em placas, estresse microbioldgico e
maior toxicidade para temperatura mais baixa (28°C); enquanto, temperaturas como 48 e 58°C
apresentaram maior biomassa e menor estresse, apesar de apresentar menor contagem em
placas. A alta taxa de respiracdo (atividade) pode ser relacionada a utilizacdo do contaminante
como fonte de energia (Badzinski et al., 2021), porém a associa¢do com o aumento do qCO>
aponta para estresse em virtude da presenca do contaminante (Caravaca; Roldan, 2003). Ainda,
solos com maior contaminacdo podem apresentar maior contagem de microrganismos e maior
atividade devido a degradacdo do contaminante (Zawierucha et al., 2022).

Assim, nos tratamentos de menor temperatura houve maior contagem de bactérias, o
que pode indicar maior competicdo e consequentemente maior escassez de recursos, 0 que
aumentou o estresse nestas amostras, ainda pode ter ocorrido maior crescimento de espécies
gue proporcionam beneficios a outras como resposta ao aumento do estresse — comensalismo
(Hernandez et al., 2021; Peng et al., 2022; Piccardi; Vessman; Mitri, 2019); ja as bactérias que

resistiram as condic¢des de temperatura e contaminacdo apresentaram crescimento com menor
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estresse, 0 que pode ter ocorrido devido a selecdo de bactérias especificas para estas condi¢Ges
(Hanke et al., 2016; Jiao et al., 2016). Ainda, a alteracdo da relacdo de contagem de placas e as
varidveis de estresse pode ser explicada pela alteracdo da estrutura e composicdo da
comunidade microbiana (Roy et al., 2018), que pode ser independente da presenca do
contaminante. A auséncia de sequenciamento genético ao longo do tempo limita a compreenséo
da dinamica das comunidades microbianas e seus mecanismos adaptativos, desta forma indica-
se a realizacdo de tal avaliacdo genética para futuros estudos.

Quanto a fitotoxicidade, temperaturas mais altas (48 e 58°C) e menores concentra¢des
de contaminante (0 e 50 mg/kg) se associaram a maiores valores de comprimento e germinagao
de sementes de alface, indicando menor fitotoxicidade, portanto 0 aumento da temperatura pode
influenciar na reducéo de fitotoxicidade (Li et al., 2023; Lima et al., 2015). Portanto, ap6s 30
dias de contaminacdo tanto variaveis microbioldgicas como a fitotoxicidade indicaram
mudangas nas interagdes no solo, que podem apontar para a degradacao e desaparecimento ou
indisponibilidade do contaminante durante o experimento, visto que o naftaleno pode se tornar
bioindisponivel entre 25 e 29 mg/kg (Silva et al., 2009).

As variaveis avaliadas permitem distinguir momentos do processo de biorremediacao
térmica, como a acdo imediata do contaminante, sua utilizacdo como fonte de carbono e o
possivel desparecimento do contaminante. A comparacdo entre 0s tempos demonstrou
variacgoes entre as correlagdes com tendéncia de diminuicdo entre qCO- e bio (de -0,96 para
- 0,72), diminuicdo da correlacdo entre qCO: e ativ (de 0,8 para 0,6), aumento entre comp e
germ (de 0,61 para 0,89) e inversdo da correlacdo de cont e gCO- (de -0,12 para 0,56). O teste
de Mantel foi aplicado para analisar se a estrutura das correlagdes muda significativamente ao
longo do tempo. Ap6s comparacgdo dos tempos pelo teste de Mantel foi observado que a maior
mudanca ocorreu entre 0 e 30 dias (r = 0,675; p = 0,0375), sem alteracdo significativa entre 15
e 30 dias (r = 0,1893; p = 0,2236). Entretanto, mudancas nas relacbes entre variaveis e
tratamentos foram observadas na PCA, portanto para aplicacdo da biorremediacdo térmica
deve-se avaliar a remog&o do contaminante no tempo — com indicagdo para menores intervalos
de tempo, assim se pode definir um tempo 6timo de aplicagdo da técnica de remediacao.

Conforme andlise multivariada houve alteragdo da resposta dos microrganismos a
medida em que ocorreu variacdo de temperatura e de doses do contaminante. Temperaturas de
28 e 38°C, de forma independente da concentracdo do contaminante, favoreceram o
crescimento de microrganismos, 0 que potencializa a biodegradacdo (Behdarvandan et al.,
2020; Elumalai et al., 2021; Gou et al., 2023; Imperato et al., 2019; Patowary et al., 2022; Ravi
et al., 2022; Yang et al., 2020); em contrapartida, temperaturas mais altas foram nocivas aos
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microrganismos. Estudos indicam que temperaturas abaixo de 40°C sdo eficazes para remover
0 naftaleno e promover o crescimento microbiano (Al-Dossary; Abood; Al-Saad, 2020; Kaur;
Kaur; Gupta, 2020; Kesavan; Gousuddin Inamdar; Muthunarayanan, 2020; Liu et al., 2022;
Patowary et al., 2022; Thimmarayan et al., 2024; Wang et al., 2019). Assim, indica-se utilizar
temperaturas entre 28 e 38 °C na biorremediagdo térmica de solos contaminados com naftaleno.
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6 CONCLUSOES

Este estudo investigou os efeitos da biorremediagdo térmica sobre bioindicadores de
qualidade do solo contaminado por naftaleno. A literatura mostra que técnicas de
biorremediacdo sdo amplamente empregadas na remediacdo do naftaleno, uma vez que as
principais rotas de degradacdo envolvem acéo bioldgica. Ainda, a biorremediacéo térmica tem
se mostrado eficiente na remocdo do naftaleno devido aos efeitos da temperatura sobre a
degradacédo do contaminante.

As respostas das variaveis foram avaliadas em funcdo de dois fatores: as doses do
contaminante e o aquecimento do solo; adicionalmente, foi testada uma adaptacdo da
metodologia de quantificacdo do naftaleno utilizando o espectrofotdmetro, a qual apresentou
resultados satisfatorios apenas para altas concentracfes, o que impediu a quantificacdo da
degradacéo ao longo do tempo.

As variaveis microbioldgicas e de fitotoxidade analisadas demonstraram sensibilidade
as condicdes testadas e sdo recomendadas como bioindicadores para futuras aplicagdes, com
destagque para o0 quociente metabdlico, a biomassa microbiana e a contagem de bactérias em
placas, pois fornecem um panorama abrangente da resposta da comunidade microbiana as
alteraces ambientais. Imediatamente apds a contaminagdo concentrages de mais brandas (O,
50 e 100 mg de naftaleno/kg de solo) apresentaram beneficios ao crescimento microbiano;
entretanto, houve aumento do estresse e reducdo da comunidade microbiana em concentragoes
elevadas (250 e 500 mg/kg).

Os resultados evidenciaram interacdo entre os fatores e uma separacdo marcante,
independente da concentracdo, entre duas faixas de temperatura: enquanto 48 e 58 °C causaram
maiores impactos negativos na microbiota do solo, temperaturas de 28 e 38 °C favoreceram o
crescimento microbiano. Deste modo, para biorremediacédo térmica de solos contaminados com
naftaleno recomenda-se a aplicacdo de temperaturas inferiores a 40 °C com objetivo de

remocao do contaminante com menor impacto na comunidade microbiana.
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APENDICE A - TESTES DE DETERMINACAO DO NAFTALENO POR
ESPECTROFOTOMETRIA

O teste da metodologia de quantificacdo do naftaleno por espectrofotometria teve
como objetivo validar a aplicabilidade da adaptacdo da metodologia. Para testar a metodologia
de quantificacdo do naftaleno foram realizados uma série de ensaios testes. Inicialmente, 0s
testes focaram no equipamento a ser utilizado, pois os estudos realizados, bem como os métodos
existentes sugerem a utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foi
testada a aplicacdo do Espectrofotdmetro (PerkinEImer Lambda 25 UV/Vis Spectrometer) para
verificacdo da capacidade do equipamento em detectar o contaminante alvo.

O uso do espectrofotdmetro visa simplificar a quantificacdo de contaminantes —
hidrocarbonetos, no solo; visto que este equipamento apresenta maior simplicidade, rapidez,
robustez e baixo custo (Cloarec et al., 2002). Assim, inicialmente verificou-se a capacidade do
espectrofotdbmetro em quantificar o analito. Deste modo, a partir da leitura no espectrofotometro
foram avaliados trés niveis de concentracdes de naftaleno em solucdo, de modo que foi possivel
identificar o pico do contaminante entre 210 e 220 nm e o pico da acetona — aproximadamente
em 270 nm (Figura 19); o que confirma a seletividade na deteccdo do naftaleno pelo

equipamento.

Figura 19 — Verificacdo do pico do Naftaleno em meio liquido em medicdo no espectrofotdmetro
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Fonte: Autoria Prdpria.

Partindo para andlise do solvente a ser utilizado, foram realizados ensaios com a
acetona, o solvente a ser aplicado, visto que o método 3550C da EPA (US EPA, 2007) indica a
utilizacdo de acetona /diclorometano (1:1, v/v). Devido as caracteristicas da acetona,
principalmente sua alta miscibilidade em agua e alta extragcdo do naftaleno levaram a sua

escolha como solvente deste estudo, além da indicacdo de aplicacdo de outros trabalhos (Cotta;
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Rezende; Landgraf, 2009). A miscibilidade em &gua foi fundamental diante da necessidade de
diluicdo da amostra para leitura no espectrofotometro, pois foi observado que a dilui¢do do
naftaleno em acetona apresentou resultado fora da capacidade de medicdo do equipamento —
altos valores de absorbancia, acima de 2, em que o adequado seriam valores entre 0,1 e 1
(Skoog; Holler; Crouch, 2018). De modo a reduzir a resposta de absorbancia e possibilitar a
construcdo da curva analitica do contaminante foram testadas as seguintes proporcGes de
diluicdo em agua destilada: 1:1; 1:2; 1:5; 1:100 e 1:500. No ensaio de diluicdo foi verificado,
visualmente e avaliando os valores de absorbancia em faixa 6tima de leitura, que a proporc¢éo
de diluigéo de 1:500 possibilitou o melhor pico de deteccdo do naftaleno, em concentracao de
500 mg/kg (Figura 20).

Figura 20 — Ensaio de diluicdo da acetona em &gua destilada
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Fonte: Autoria Propria.

Apos a selecdo do equipamento, do solvente e da diluicdo foi realizado o ensaio para
construcdo da curva analitica do naftaleno (Brito et al., 2003; Ribani et al., 2004). Assim, 0s
procedimentos constituiram da elaboracdo de uma solucdo padrdo estoque de 10.000 mg/kg,
em acetona, que foi diluida separadamente em acetona nas seguintes concentrac@es: 5000,
4000, 3000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 mg/kg. Posteriormente estas solucdes
foram diluidas em &gua destilada na proporcdo 1:500 e assim foi realizada a leitura no
espectrofotbmetro. A curva construida contempla concentragdes de 0 a 4000 mg de
naftaleno/kg de solo (Figura 21) e possibilita a associacdo entre as concentracbes e a

absorbancia medida.
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Figura 21 — Curva analitica do naftaleno
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De posse da curva analitica, os ensaios de contaminacdo e extracdo do solo foram
iniciados, pois até este ponto foram realizados ensaios apenas em meio liquido — acetona e 4gua.
A contaminacdo nos primeiros ensaios foi realizada conforme método descrito por Brinch,
Ekelund e Jacobsen (2002). Nesse sentido, uma solucdo estoque de naftaleno dissolvido em
acetona foi preparado, sendo utilizado volume adequado da solucdo para contaminacgdo da
amostra de solo. Apds adicdo da solucdo em 25% da amostra, aguardou-se um periodo de
16 horas com a amostra aberta para evapora¢do do solvente organico da solucdo adicionada,
apos este periodo houve a homogeneizagdo dos 75% de solo restantes.

Para o processo de extracao foi utilizado o método de ultrassom: 2 g de solo de cada
amostra foram pesados em um recipiente fechado, em seguida, foi adicionado 2 g de Sulfato de
sodio anidro e 10 ml de solvente (Acetona), conforme método 3550C da EPA (US EPA, 2007).
As amostras foram levadas para banho de ultrassom — ECO-SONICS Q 3.0/40-A, 40kHz,
durante 30 min e centrifugadas por 15 min.

Para quantificar a concentracdo de naftaleno presente nas amostras, foi produzida uma
curva analitica utilizando o Espectrofotobmetro (PerkinElmer Lambda 25 UV/Vis
Spectrometer), utilizando o solvente a ser aplicado na extracdo, de modo a simular as amostrar
que seriam posteriormente avaliadas. Uma varredura foi realizada na regido do visivel e
ultravioleta, entre os comprimentos de onda de 200 e 700 nm, foi verificado pico de absorbancia
para 0 NAP em 220 nm, em que este comprimento utilizado para elaboracdo da curva.

Com base nesta metodologia, buscou-se validar o método de contaminacéo e extragdo
para trés niveis de contaminacéo — 50, 250 e 500 mg/kg, porém ndo foi verificado pico de leitura
(Figura 22).
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Figura 22 — Resultado ensaio de extracdo do contaminante do solo
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Como ndo foi identificada resposta por meio da metodologia de contaminacéo testada
houve a repeti¢do destes ensaios, avaliando as variaveis com possivel interferéncia no processo
de contaminacdo e extracdo do contaminante do solo. A Tabela 1 apresenta as varidveis e 0s
ensaios realizados.

Tabela 4 - Varidveis e ensaios aplicados para verificacdo da metodologia de contaminacéo do solo
Variavel Ensaio realizado

Extracdo antes e depois das 16 horas de
Tempo de evaporagao contaminagdo com naftaleno diluido em
acetona

) L Extracdo realizada apds 16 horas com frasco
Perda do contaminante por volatilizagdo

fechado
Interferéncia de outros compostos do solo na Extracdo do solo com adicao apenas da
extracao acetona, sem naftaleno

Testes com massas pequenas (1 e 5 g), médias
(10 g) e altas (25 g)
Tempo de exposi¢do ao ultrassom Testes com 30 e 60 minutos

Massa de solo contaminado

o Contaminacdo imediata e extracao apos 2
Tempo de contaminagdo
semanas
Adicéo da proporgéo de Brinch; Ekelund;
Porcdo de acetona adicionada Jacobsen (2002): 100 ul paral g de soloe o
dobro: 200 pul para 1 g de solo
Naftaleno diluido em acetona

Formas de contaminagéo . )
Naftaleno solido —em pé

Fonte: Autoria Prépria.
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Assim, foram realizados diversos ensaios buscando identificar as varidveis com
possiveis interferéncias, tanto no processo de contaminagdo, como na extracdo. Entretanto, os
ensaios das varidveis avaliadas ndo proporcionaram resultado para mensuracdo do
contaminante, embora houve baixa resposta, proximo ao branco, no comprimento de onda de
detec¢do do analito para a contaminacdo com naftaleno solido. A inexisténcia do pico relevante
do naftaleno indica que nas amostras extraidas a concentracdo do contaminante se encontra
abaixo dos limites de deteccdo do equipamento utilizado. Apenas altas concentracdes de
contaminacdo de Naftaleno (500 mg/kg) apresentaram picos de leitura no equipamento (Figura
23).

Figura 23 — Resultados de extracdo do solo para diferentes variaveis de interferéncia testadas
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Fonte: Autoria Propria.

Portanto, a concentragdo do contaminante influencia diretamente na eficiéncia da
deteccdo do naftaleno pelo espectrofotdometro (Ribani et al., 2004), sendo esta uma limitagédo
estrutural que impossibilitou quantificar a degradacdo do naftaleno, pois conforme o andamento
do experimento a concentracdo presente nas amostras nao seria detectada, devido a degradacéo
do contaminante ao longo do tempo. Para futuros estudos indica-se a aplicacdo da metodologia
original utilizando o HPLC ou ainda a associa¢do do HPLC, UV-Vis e fluorescéncia (Cotta;
Rezende; Landgraf, 2009).

A metodologia de contaminagdo do solo foi estabelecida conforme os testes de
extracdo realizados, em que foi verificada melhor extracdo de solos contaminados com
naftaleno solido, em pd, portanto no experimento utilizou-se o composto solido para

contaminagéo do solo.



