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Resumo

Os hidrocarbonetos de petroleo quando entram em contato com o ambiente seja por meio
de derramamentos acidentais em todas as fases da cadeia petrolifera ou devido ao descarte
incorreto dos residuos gerados por seus derivados, causam danos muitas vezes
irreversiveis. Todos os tipos de poluentes originados na industria petrolifera acarretam
um perigo para 0 meio ambiente e organismos vivos. Existem diversas estratégias que
visam a recuperacdo de ambientes aquaticos e terrestres contaminados com
petroderivados. Dentre as técnicas bioldgicas, a biorremediacdo ganha destaque por conta
do uso de organismos biologicos para reverter a contaminacao quimica, explorando os
sistemas dos agentes bioldgicos, em especial de fungos e bactérias. Os fungos
filamentosos merecem destaque devido a um de seus mecanismos de acdo, a secrecéo
enzimatica. Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi estabelecer condi¢des otimizadas de
tratamento bioldgico para solos impactados com residuo de Oleo Lubrificante
Automotivo Contaminado (OLUC). Para isso foi utilizado um solo contaminado com
residuo hidrocarbénico bioaumentado com fungo Penicillium simplicissimum. O
tratamento proposto foi realizado durante 8 semanas, onde foram avaliados por meio de
titulacdo volumétrica a quantidade de Carbono (C) liberada dentro dos microcosmos,
perfil de degradacéo das fracGes do contaminante, identificacdo molecular da comunidade
fungica e bacteriana do solo e também foram realizados testes de toxicidade para avaliar
o efeito mutagénico do 6leo no decorrer do tratamento. O resultado da atividade bioldgica
mostrou que a quantidade de C liberada foi maior no inicio do tratamento, tendo se
mantida estavel entre a terceira e sétima semana e, por fim decaiu nos Gltimos dias de
medigdo do processo. No entanto, o perfil molecular sinalizou um aumento da
comunidade fungica no final do processo e um decaimento da comunidade bacteriana,
contudo o fungo inoculado para auxiliar no processo de degradacéo do contaminante nao
foi detectado na identificacdo a nivel molecular. Os testes de toxicidade mostraram que o
tratamento aplicado ndo tornou o ambiente menos tdxico, pelo contrario, com o passar
dos dias alteragbes como Micronucleos ficaram mais frequentes. Tais resultados
evidenciam que em certos casos a propria microbiota enddgena é capaz de atuar na
biodegradacgéo desde que estimulada da forma certa. Outro ponto de destaque no estudo
é que o bioprocesso dentro do tempo estabelecido ndo é sugerido como técnica eficaz na
recuperacdo do ambiente contaminado, pois torna o contaminante inicial mais toxico ao
final do processo, mostrando que o acompanhamento dessas técnicas € fundamental e
mais que isso, no caso do 6leo lubrificante, a melhor forma é conscientizar a populacéo
sobre o descarte correto, pois ele é um residuo perigo de dificil tratamento.

Palavras chaves: recuperagdo, solo, ambiente e xenobiéticos,



Abstract

When petroleum hydrocarbons come into contact with the environment, either through
accidental spills at all stages of the oil chain or due to the incorrect disposal of waste
generated by its derivatives, they cause damage that is often irreversible. All types of
pollutants originating in the oil industry pose a danger to the environment and living
organisms. There are several strategies aimed at recovering aquatic and terrestrial
environments contaminated with petroleum products. Among biological techniques,
bioremediation is highlighted due to the use of biological organisms to reverse chemical
contamination, exploring the systems of biological agents, especially fungi and bacteria.
Filamentous fungi are noteworthy due to one of their mechanisms of action, enzyme
secretion. Therefore, the objective of this study was to establish optimized conditions for
biological treatment for soils impacted with contaminated automotive lubricating oil
(OLUC) residue. For that, a soil contaminated with bio-increased hydrocarbon residue
with the fungus Penicillium simplicissimum was used. The proposed treatment was
carried out for 8 weeks, where the amount of Carbon (C) released inside the microcosms
was evaluated by volumetric titration, the degradation profile of the contaminant
fractions, molecular identification of the soil's fungal and bacterial community and were
also carried out toxicity tests to assess the mutagenic effect of the oil during treatment.
The result of the biological activity showed that the amount of C released was greater at
the beginning of the treatment, having remained stable between the third and seventh
week and, finally, decreased in the last days of the process measurement. However, the
molecular profile signaled an increase in the fungal community at the end of the process
and a decay of the bacterial community, however the fungus inoculated to assist in the
process of degradation of the contaminant was not detected in the identification at the
molecular level. Toxicity tests showed that the treatment applied did not make the
environment less toxic, on the contrary, with the passage of days, changes as Micronuclei
became more frequent. Such results show that in certain cases the endogenous microbiota
itself is capable of acting on biodegradation provided it is stimulated in the right way.
Another point of emphasis in the study is that the bioprocess within the established time
is not suggested as an effective technique in the recovery of the contaminated
environment, as it makes the initial contaminant more toxic at the end of the process,
showing that the monitoring of these techniques is fundamental and more than that , in
the case of lubricating oil, the best way is to make the population aware of the correct
disposal, as it is a hazardous waste that is difficult to treat.

Key words: recovery, soil, environment and xenobiotic
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1 INTRODUCAO

O avanco da tecnologia e dos processos industriais faz com que a busca por
fontes de energia para manté-lo se dé de maneira rapida e, muitas vezes, sem mensurar
suas consequéncias. Combustiveis fosseis, especialmente produtos a base de petrdleo,
contribuem para a fonte primaria de energia para as industrias e para a vida cotidiana em
todo o mundo (NAIDU et al, 2018). Os produtos orindus do petroleo sdo as principais
fontes de energia que, desde 1990, atenderam a mais de 30% da demanda mundial de
energia (SAAD et al., 2018; GARCIA, 2016).

Derivados do petroleo como gasolina, diesel ou lubrificantes sdo usados em
volumes mais altos na sociedade moderna, em compara¢do com outros produtos quimicos
de preocupacdo ecoldgica. O petréleo e seus derivados sdo liberados no meio ambiente
durante os processos de extracdo, armazenamento, transporte e producdo de petroleo.
Alguns compostos de petroleo sdo conhecidos por terem efeitos carcinogénicos,
mutagénicos e teratogénicos (ZHANG et al., 2018).Esse disputado 6leo é encontrado em
reservatdrios onshore ou offshore e requer alta tecnologia para sua exploracao.

A composi¢do quimica do petréleo depende do reservatorio e do processo de
formacéo pelo qual ele passou ao decorrer de milhares de anos, tendo nesses fatores os
responsaveis pela qualidade do mesmo. O petréleo € formado durante a decomposicéao de
Varios precursores, como material organico, fosseis, etc., durante milhdes de anos. Devido
as variagdes extremas nas moléculas precursoras, a composi¢ao fisica e quimica do
petréleo ndo é uniforme entre os locais de um mesmo campo em aspectos moleculares, o
6leo de petrdleo é composto de mistura complexa de hidrocarbonetos com componentes
organicos de quantidades insignificantes contendo hidrogénio, oxigénio, enxofre e
nitrogénio e componentes metalicos. Adicionalmente, a composi¢do molecular de 6leo
do petrdleo bruto é de trés classes de compostos como saturados, aromaticos e
heterodtomos (NAIDU et al., 2018).

O Brasil é detentor de enormes reservas maritimas e terrestres, sendo 0s
reservatorios do Pré-Sal as mais recentes descobertas. Para tal exploracdo que se da em
aguas ultraprofundas ha a necessidade de tecnologia de ponta que o pais ja desenvolve e
aperfeicoa ao longo dos anos (PETROBRAS, 2018). Entretanto ha grandes riscos
associados a todas as fases de processamento do petroleo, desde a exploracao, passando
pelo refino e transporte dos derivados. Atividades antrdpicas, como escoamentos

industriais e municipais; atividades offshore e onshore da industria do petréleo, bem
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como derrames acidentais causam poluicdo de hidrocarbonetos de petréleo. Esta poluicédo
afeta 0 meio ambiente e representa risco a saude, direto ou indireto, a seres humanos e
animais (VARJANI, 2017).

Os hidrocarbonetos de petréleo geralmente sdo lancados no ambiente por meio
de derramamentos acidentais de produtos brutos ou refinados ou por meio do descarte
indevido. As duas formas acarretam um perigo para 0 meio ambiente e organismos vivos
(ESPOSITO et al, 2016). Oleos lubrificantes usados por veiculos automotivos sdo
especialmente perigosos no momento do descarte pois configuram como residuos de
tratamento dificil devido a sua composi¢do quimica (NAIDU et al, 2018).

Existem diversas estratégias que visam a recuperacdo de ambientes aquaticos e
terrestres contaminados com petroderivados; como as técnicas fisicas, quimicas e
bioldgicas. Dentre as técnicas bioldgicas, a biorremediacdo ganha destaque por conta do
uso de organismos bioldgicos para limpar a poluigdo quimica, explorando os sistemas dos
agentes bioldgicos —fungos, bactérias e leveduras. O processo reduz as concentracdes e /
ou a toxicidade dos compostos quimicos, modificando a estrutura quimica do poluente
em produtos finais indcuos. Ele se esforga para acelerar o processo de biodegradagéo
natural e restaurar as condic¢des iniciais com impacto minimo sobre 0s ecossistemas
existentes (BALL et al., 2017).

Os fungos filamentosos merecem destaque pois um de seus mecanismos de acao,
a secrecdo enzimatica, possui a caracteristica peculiar de nao especificidade, permitindo
a degradacdo de uma ampla variedade de componentes do petréleo e seus derivados
(MARCO-URREA et al., 2015). O género Penicillium € bastante conhecido e reportado
na literatura por seu mecanismo de ac¢do que possibilita uma alta capacidade de utilizagéo
de hidrocarbonetos como fonte de energia (MARCO-URREA et al. 2015; VARJANI,
2017; AL-HAWASH et al., 2017).

A problematica oriunda da destinacdo incorreta apds o uso dos derivados de
petréleo, e sua relagdo com a contaminacéo do solo e lencol freatico, atingindo, além do
meio ambiente, a salde humana, desperta a necessidade de estudos e trabalhos que
venham a identificar o conhecimento de métodos eficazes de recuperacdo dessas areas
contaminadas. Diante do exposto, esse trabalho visa estudar de maneira aprofundada o
mecanismo da biorremediacéo e sua eficiéncia quanto a degradacdo de residuo

automotivo.
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2 Referencial teérico
2.1 Petréleo

O termo petrdleo foi usado para nomear o 6leo cru, um liquido pegajoso escuro,
composto por uma mistura complexa cujo peso molecular é bastante variado e é usado
como matéria-prima para a producao de derivados do petréleo. Uma fracdo majoritaria
dos componentes do petr6leo é composta de Hidrogénio e Carbono, os hidrocarbonetos
de petroleo, sendo estes compostos por misturas de componentes ndo aquosos e
hidrofébicos, tais como n-alcano, naftenos, aromaticos, compostos organicos deenxofre,
compostos organicos de nitrogénio e hidrocarbonetos contendo oxigénio (fendis) (CHEN,
2016 e AL-JAWARI, 2014).

O 6leo cru contém mais de 30 hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) (AL-
JAWARI, 2014). Estruturalmente, os HPAs sdo formados pela fuséo de trés ou mais
benzonerantes, diminuindo assim sua biodisponibilidade e biodegradabilidade, de baixo
(3 a 4 anéis) a alto peso molecular (4 a 7 anéis). Eles estdo na lista de prioridades de
substancias perigosas compilada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA),
devido ao alto risco para a saide humana e os ecossistemas (GODOY et al., 2016).

A composicdo e consequentemente a toxicidade dos derivados de petréleo variam
amplamente, dependendo de seu arranjo molecular e concentracdo, fatores influenciados
diretamente pelo reservatorio de origem do petréleo (CHUKWURA et al., 2016).

O 6leo lubrificante automotivo € um dos derivados mais produzidos, colocando
0 Brasil, segundo dados da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis- ANP (2011), em quinto lugar mundial na sua producdo. Segundo a
Resolugdo n° 362/2005 CONAMA, o residuo gerado pelo dleo lubrificante deve ser
redirecionado por meio de Centros de Coleta as empresas autorizadas a realizar a sua
reciclagem, que consiste no rerrefino, para o reaproveitamento do 6leo base que compde
85% do 6leo lubrificante contaminado (OLUC). Entretanto, no Brasil existem somente
12 empresas autorizadas a realizar a atividade do rerrefino desse 6leo, de acordo com a
ANP (2019), e nenhuma delas esta localizada no Nordeste.

O OLUC ¢ classificado de acordo com a Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas ABNT/NBR 10.004/04 como residuo solido Classe I, ou seja, apresenta
periculosidade devido as caracteristicas de inflamabilidade, toxicidade, corrosividade
entre outros e necessitam de um tratamento especial apds sua utilizag&o.
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2.2 Ambientes Contaminados

Os acidentes com a poluic¢do por 6leo tornaram-se fenémenos comuns e causam
catastrofes ecoldgicas e sociais. A crescente demanda global por energia nos ultimos anos
resultou na deterioracdo da agua e do solo pela poluicéo da industria petrolifera (CHEN
etal., 2016; AL-HAWASH et al.,2018). As contaminacgdes ocorrem devido a vazamentos
de depdsitos de armazenamento subterraneos e acima do solo, derramamento durante o
transporte, acidentes com petroleiros, vandalizacao de tubulagdes e processos industriais
(CHIKERE, 2018; ALARCON et al., 2017).

A contaminagdo de solos e aquiferos por derramamentos de petréleo bruto
consiste em uma grande preocupacao tendo em vista que se trata de uma poluicdo
persistente e generalizada, constituindo riscos ambientais e de saude. As complexas
substancias quimicas contidas do petroleo tém efeitos carcinogénicos, mutagénicos,
neurotoxicos e imunotdxicos, entrando nos seres humanos por contato, inala¢do ou
ingestdo (BISOGNI et al., 2018; CHIKERE et al., 2018).

A liberacdo desses produtos quimicos persistentes, bioacumulativos e toxicos no
solo danifica os sistemas bioldgicos que nele habitam, incluindo microrganismos e
plantas. Algumas fracGes tanto do petréleo cru como derivados e os residuos desses s&o
toxicas para organismos Vvivos (AL-JAWARI, 2014). Geralmente, no solo,
microrganismos e plantas sdo danificados ou alterados por qualquer contato com o 6leo
cru e além da concentracdo de 3% torna-se cada vez mais tdxico para biota do solo e
crescimento das culturas. O derrame de petroleo bruto pde em perigo a saude publica,
contamina a agua potavel, destrdi os recursos naturais e perturba a economia.
(CHUKWURA et al., 2016; CHIKERE et al., 2018).

De acordo com Ma et al. (2018) entre os poluentes antrépicos do solo, os
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos presentes também nos derivados e residuos deles
sdo dois componentes principais que foram relatados por serem recalcitrantes e
prejudiciais a saude. Os hidrocarbonetos alifaticos sdo facilmente degradados, mas
grandes cadeias alifaticas ramificadas ndo sdo; portanto, persistem no ambiente.

Da mesma forma, os hidrocarbonetos aromaticos séo dificeis de degradar devido
as suas cadeias complexas e requerem atencao significativa. Em experiéncias in vitro, os
resultados mostraram que os hidrocarbonetos policiclicos (HPAS) sdo carcinogénicos,
citotdxicos, genotdxicos e toxicos para 0 ambiente além de possuirem tendéncia a
bioacumulagdo. Os HPAs sdo compostos de anéis aromaticos fundidos e resistem de
forma relativa a biodegradacdo (MA et al., 2018; BALL et al., 2019).

15



136 Como os hidrocarbonetos de petréleo sdo compostos por uma combinacao de
137  moléculas alifaticas e aromaticas com comprimento de cadeia diferente, é altamente

138  provavel que metabdlitos secundarios sejam formados em exposi¢do pds-ambiental

139  também e / ou durante os processos de remediacdo. Além disso, a interacdo desses
140  metabolitos com componentes abiéticos de matrizes ambientais e de receptores
141 bioldgicos é dificil de ser avaliada por métodos analiticos. Portanto, além dos resultados
142  analiticos da concentracdo de contaminantes em moléculas ambientais contaminadas,
143 devem ser incluidos dados toxicologicos para bioensaios especificos para avaliar a

144  qualidade dos modelos ambientais contaminados. Assim, a fim de avaliar os perigos de
145  um contaminante para os receptores ecoldgicos, analises ecotoxicoldgicas sdo sugeridas.
146  Para avaliar a toxicidade, bioensaios utilizando organismos teste padrdo sao amplamente
147  seguidos (NAIDU et al., 2018).

148 Atualmente, dentre as espécies mais utilizadas como organismos testes no

149  biomonitoramento ambiental se destacam: Allium cepa, Vicia faba, Zeamays,

150  Tradescantia spp., Nicotianatabacum, Crepiscapillaris e Hordeumvulgare (GRANT,
151  1994). Dentre as espécies mais utilizadas como sistemas teste, A. Cepa se destaca pela
152 facilidade de se observar danos nos cromossomos e alteracdes nos ciclos celulares, pelo
153  fato de que o cromossomo deste vegetal é grande e em nimero reduzido (2n=16). Por
154  isso, este sistema teste tem se mostrado eficaz na detec¢cdo de quimicos ambientais

155  (FISKESJO, 1985). A espécie A. cepa tem sido considerada pela “Royal Swewdish
156  Academy of Science” (FISKEJO, 1985) e pelo “Gene-ToxProgram” (GRANT, 1982)
157  como um material-teste padrao para deteccdo de possiveis danos genéticos resultantesda
158  poluicdo ou do uso de quimicos ambientais.

159159

160 2.3 Técnicas de Recuperagao

161 As técnicas de recuperacao de areas afetadas podem ser realizadas no local que
162  ocorreu a contaminacdo (in situ) ou fora dele (ex situ), nesta tltima o solo contaminado é
163  escavado e levado a outro local onde as condi¢Ges podem ser controladas. Dentre os
164  muitos métodos convencionais de descontaminacdo, ha os fisico-quimicos, que foram
165  desenvolvidos baseados na engenharia, tais como lavagem do solo, inativacdo quimica e
166  incineragdo. Outras técnicas fisico-quimicas conhecidas sdo disperséo, dilui¢do, sorcéo,
167  volatilizacéo, etc. (VARJANI E SRIVASTAVA, 2015).

168 Essas tecnologias sdo caras e em muitos casos apenas transferem o contaminante

169  de uma fase para outra ou em outras situacoes
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elas ndo s@o capazes de alcancar a completa degradacéo dos contaminantes tornando-os
ainda mais insustentaveis ao meio ambiente (SPADA et al., 2017). Os custos crescentes
e a eficiéncia limitada desses tratamentos fisico-quimicos tradicionais estimularam o
desenvolvimento de tecnologias alternativas para aplicacdes em campo, particularmente
com base nas capacidades de remediacdo bioldgica de plantas e microrganismos
(VARJANI, 2017).

2.3.1 Biorremediacao

Quando os acidentes envolvendo derramamento de petr6leo ou o descarte
incorreto dos residuos dos derivados ocorrem em terra, a degradacdo dos hidrocarbonetos
por microrganismos indigenas, especificamente fungos e bactérias, ocorre naturalmente
através, por exemplo, de volatilizacdo, no entanto, este € um processo lento devido a baixa
populacdo microbiana em atividade. Portanto, é um desafio encontrar um método eficaz
e eficiente para remediar esses solos poluidos (AMYOT et al., 2019; CHEN et al., 2016).

Segundo Bisognin et al. (2018) para atenuar essa problematica tém sido realizadas
inimeras pesquisas de remediagéo de sitios contaminados por hidrocarbonetos, com
destaque para as técnicas de biorremediacao, por serem consideradas mais seguras, menos
onerosas e menos agressivas ao meio ambiente. Tal técnica € superior aos métodos fisicos
e quimicos de remediacdo de solos contaminados (ALARCON et al., 2017). Entre uma
variedade de métodos de remediacéo, a biorremediagao tem sido reconhecida como uma
tecnologia de limpeza econémica para tratar solos poluidos e sedimentos (CHEN et al.,
2016).

O processo de biorremediacdo é uma transformacao ou degradacdo mediada por
microrganismos de contaminantes em substancias ndo perigosas ou menos perigosas. E
uma abordagem atraente para a limpeza de hidrocarbonetos do ambiente porque é uma
técnica de facil manutencdo, aplicavel em grandes areas, econémica e leva a completa
destruicdo do contaminante. A principal razao para este conceito € que a maioria das
moléculas no petrdleo bruto e no produto refinado sdo biodegradaveis (CHUKWURA et
al., 2016).

A biodegradacao pode ocorrer de forma intrinseca ou natural, isto é, sem qualquer
interferéncia de tecnologias ativas de remediacgdo. Existem dois tipos principais de
tecnologias de biorremediacéo: bioaumentacdo e bioestimulacdo (CHEN et al., 2016), a
primeira consistindo na inoculagdo de microrganismos autdctones ou aldctones e a

segunda é a adicdo de nutrientes, oxigénio e surfactantes (BISOGNIN et al., 2018). A
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bioaumentacdo ou bioampliacdo € uma das praticas mais importantes para a
biorremediacéo de solos contaminados com hidrocarbonetos (ALARCON et al., 2017).

Segundo Atlas (1981), a introducdo de microrganismos exdgenos que sintetizam
os hidrocarbonetos no meio ambiente ap6s acidentes que envolvem contaminacao
aumenta a rapidez das taxas de biorremediacdo e de biodegradacdo de 3 a 5 vezes em
relacdo a agdo apenas da natureza.

A remediacao de sitios contaminados por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) tem sido objeto de estudos significativos em todo 0 mundo. A taxa e extensdo da
degradacdo do HPA sdo determinadas pelo nimero de anéis aromaticos presentes; HPAs
de alto peso molecular com quatro ou mais anéis aromaticos (por exemplo, pireno,
antraceno) apresentam uma biodisponibilidade baixa e sdo menos suscetiveis a
degradacdo microbiana devido as suas propriedades hidrofobicas. Embora os
hidrocarbonetos de petréleo representem uma fonte de carbono significativa para os
microbios do solo, suas altas concentragdes podem levar a uma deplecdo de nutrientes
essenciais do solo, como fosforo e nitrogénio, resultando na reducdo do crescimento
microbiano e da utilizacdo de carbono, o que dificulta o processo de biodegradacdo em
solos poluidos. Geralmente, € importante manter as caracteristicas quimicas, fisicas e
bioldgicas ideais do solo, assim como 0s nutrientes essenciais, para melhorar o
crescimento microbiano e a eficiéncia de degradacdo (BALL et al., 2019).

O sucesso da biorremediacdo depende da biodegradabilidade inerente do
poluente, da acessibilidade dos microrganismos em degradar o contaminante e da
otimizacdo da atividade biologica (AL-HAWASH et al., 2018). No entanto, a eficaciada
biorremediag&o através da acdo microbiana é geralmente limitada pela baixa
disponibilidade e solubilidade de hidrocarbonetos de petroleo devido a sua
hidrofobicidade e adsor¢do em particulas do solo e ao seu intemperismo (ALARCON et
al., 2017).

Existem alguns contaminantes que sdo facilmente biodegradaveis por
microrganismos do que outros, mas no caso dos hidrocarbonetos de petréleo, muitas das
areas contaminadas tém uma mistura complexa de compostos organicos, desta forma, a
maioria ndo sera metabolizada na mesma taxa, dependendo do grau de concentracao do
xenobio6tico e da qualidade das espécies de catalisador utilizadas no processo (LUZ et al.,
2016).

Caracteristicas abidticas influenciam no progresso da biorremediagdo, como pH,

umidade, temperatura e o tipo de solo. Este ultimo influencia diretamente no processode
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238  biorremediacdo. Segundo estudos de caracterizacéo fisico-quimica de solos maranhenses,
239  hé a predominancia da textura arenosa. Essa textura tem como caracteristicas a

240  permeabilidade, uma alta propensdo a erosdo e uma baixa capacidade de retencao de dgua
241 e nutrientes (MUNIZ et al., 2018; MIRANDA et al., 2018).

242 O pH se constitui em importante regulador da fertilidade do solo, por manter uma
243 estreita relagdo com a disponibilidade de cations, saturacdo de bases, saturacdo de

244  aluminio, capacidade de troca de cétions e influenciar grandemente diferentes processos
245 e atividades no solo, tais como, precipitacdo, solubilidade, formacdo de agregados,

246 infiltracdo de 4gua, atividade microbiana, etc. (MUNIZ et al., 2018).

247 Uma vez ajustados os fatores bidticos e abidticos, a biodegradacdo desempenha
248  um papel importante na destrui¢do dos contaminantes. Todos 0s organismos Vivos

249  catalisam reagfes metabolicas e contribuem para a atividade bidtica geral, com cada

250  microrganismo ocupando um nicho especifico e desempenhando fungdes especificas na
251  natureza. Esses processos metabolicos também participam da degradagdo de compostos
252  xenobidticos, que é o principal mecanismo envolvido na transformacéo bioldgica

253 (MARCO-URREA et al., 2015).

254254

255 2.4 Microrganismos Degradadores

256 Bactérias e fungos desempenham um papel dominante nos processos de

257  biorremediacdo (MARCO-URREA et al., 2015). Algumas bactérias do solo sdo capazes
258  de produzir surfactantes que favorecem a emulsificacdo de hidrocarbonetos. Assim, a
259  adesdo de células microbianas a substratos hidrofébicos permite que eles sejam usados
260 como co-substrato e fonte de carbono para satisfazer o metabolismo microbiano. Os
261  biossurfactantes fazem parte de um grupo de moléculas e metabdlitos secundarios com
262  superficies ativas que possuem uma parte hidrofébica e uma parte hidrofilica, dando-lhes
263  acapacidade de atuar na interface de diferentes compostos hidrofébicos (ALARCON et
264 al., 2017).

265 Existem mais de 60 géneros de bactérias aerobias (como Bacillus, Geobacillus,
266  Burkholderia, Mycobacterium e Ralstonia), algumas familias de bactérias anaerdbias
267  (como Desulfobulbaceae, Desulfobacteraceae, Desulfarculaceae, Anaerolineaceae,

268  Deferribacteres, Rhodospirillaceae e Magnetovibrio), e uma grande numero de fungos
269 ligninoliticos e ndo ligninoliticos (como Bjerkandera, Irpex, Lentinus, Polyporus,

270  Penicillium, Aspergillus e Candida) que tém a capacidade de degradar o petrdleo. A

271  habilidade dos fungos em secretar enzimas, especialmente aquelas envolvidas na
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272 decomposicdo da lignina, tem um grande efeito na degradacdo dos hidrocarbonetos de
273 petroleo, especialmente nos HPAs. Comparado com enzimas ndo especificas de fungos
274  (como lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase), enzimas bacterianas sao0 menos
275  eficazes em lidar com compostos hidrofobicos recalcitrantes. Além disso, a estrutura das
276  hifas dos fungos Ihes confere uma notavel capacidade de penetrar na matriz do solo e
277  degradar os poluentes. No entanto, o uso de fungos devido ao seu crescimento lento e alta
278  necessidade de oxigénio apresenta certas limitacdes (MEHDI et al., 2018).

279 Devido a essas inUmeras particularidades dos fungos, a aplicacdo da
280  micorremediacdo na resolucdo da degradacdo ambiental estd crescendo rapidamente,
281  apresentando-se como um método econémico de limpar locais poluidos (CHIKERE et
282  al., 2018). Micorremediacao, termo descrito por Pinza et al. (1998), é o uso do sistema
283  fdngico para catalisar a destruicdo ou transformacdo de varios produtos quimicos em
284  formas menos nocivas. Sabe-se que as enzimas extracelulares ndo especificas que sdo
285  secretadas pelos fungos sdo responsaveis pela degradacao da lignina (Bar e Aust, 1994).
286  Esses mecanismos estdo envolvidos na degradacdo de uma ampla gama de poluentes,
287  como hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) e hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAS).
288  Foi relatado que muitos fungos metabolizam componentes do petréleo bruto em diéxido
289  de carbono (COy). Sabe-se que as fracOes aliféticas e algumas aromaticas séo 0s

290 componentes mais degradaveis, enquanto as resinas e os asfaltenos sao resistentes a

291  Dbiodegradacdo (ATLAS, 1981; CHIKERE et al., 2018).

292292

293  2.4.1 Fungos Filamentosos

294 Os fungos séo provavelmente o segundo grupo mais comum de organismos, em
295  termos de biodiversidade, em nosso planeta, eles respondem por até 75% da biomassa
296  microbiana do solo e suas hifas podem se transformar em microporos entre o solo e
297  através de lacunas de ar. Estdo entre os principais decompositores de polimeros vegetais,
298  como celulose, hemiceluloses e lignina. Assim como as bactérias, os fungos tém a

299  capacidade de mineralizar, liberar e armazenar varios elementos e ions e acumular

300 materiais toxicos. A capacidade dos fungos para formar redes miceliais estendidas, a
301 baixa especificidade de enzimas catabdlicas de fungos e independéncia do uso de

302  poluentes como substrato de crescimento, torna-os bem adaptados para abiorremediacao
303 (Lletal., 2019).

304 Eles séo relatados na literatura por modificar a permeabilidade do solo, troca de

305 ions do solo e desintoxicar o solo contaminado. Os micélios dos fungos séo responsaveis
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pela degradacdo dos poluentes. Eles secretam as enzimas extracelulares que quebram a
lignina, sendo estas compostos organicos constituidos de longas cadeias de carbono e
hidrogénio, estruturalmente semelhantes a muitos poluentes organicos. No entanto 0s
estudos envolvendo a identificacdo da diversidade flngica que esta envolvida na
biodegradacdo de poluentes estdo tendo a devida atencdo apenas na ultima década
(CHIKERE et al., 2018).

Os fungos também demonstraram a capacidade de degradar e mineralizar fenais,
compostos fenodlicos halogenados, hidrocarbonetos de petroleo, compostos aromaticos
policiclicos e bifenilos policlorados. Muitos pesquisadores estudaram o papel dosfungos
no processo de biodegradacdo de produtos petroliferos e os mais comuns que foram
registrados como biodegradadores pertencem aos seguintes géneros: Alternaria,
Aspergillus, Candida, Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum,
Gliocladium, Mucor, Pleurotus, Paecilomyces, Penicillium, Polyporus, Rhizopus,
Rhodotorula, Saccharomyces, Talaromyces e Torulopsis (CHUKWURA et al., 2016;
BALL etal., 2017).

Outra vantagem da utilizacdo de fungos é a relativa economia, ja que eles podem
ser cultivados em uma série de residuos agricolas ou florestais baratos, como espigas de
milho e serragem. Mais ainda, a sua utilizacdo ¢ uma abordagem gentil e ndo agressiva
(CHUKWURA et al., 2016). Diante de todas as caracteristicas citadas acima, os fungos
sdo amplamente sugeridos em processos de biorremediacao.
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Capitulo I: Artigo a ser Submetido na Revista International Biodeterioration &

Biodegradation

Perfil da Microbiota Endégena Apds Exposicdo a Solo
Contaminado com Residuo de Oleo Automotivo

O avango da tecnologia e dos processos industriais faz com que a busca por
fontes de energia aconteca de forma rapida e, muitas vezes, sem mensurar suas
consequéncias. Combustiveis fosseis, especialmente produtos a base de petroleo,
contribuem para a fonte primaria de energia para as industrias e para a vida cotidiana em
todo o mundo (NAIDU et al, 2018). O petrdleo e seus derivados séo as principais fontes
de energia que, desde 1990, atenderam a mais de 30% da demanda mundial de energia
(SAAD et al., 2018; GARCIA, 2016).
Produtos petroliferos como gasolina, diesel ou lubrificantes séo usados em
volumes mais altos na sociedade moderna, em compara¢ao com outros produtos quimicos
de preocupacao ecoldgica. O petrdleo e seus derivados sdo liberados no meio ambiente
durante os processos de extracdo, armazenamento, transporte e producédo de petroleo.
Alguns compostos de petroleo sdo conhecidos por terem efeitos carcinogénicos,
mutageénicos e teratogénicos (ZHANG et al., 2018).Esse disputado 6leo é encontrado em
reservatorios onshore ou offshore e requer alta tecnologia para sua exploracéo.
O Brasil é detentor de enormes reservas maritimas e terrestres. Para que seu 6leo
seja explorado ha a necessidade de tecnologia de ponta que o pais ja desenvolve e
aperfeicoa ao longo dos anos (PETROBRAS, 2018). Entretanto ha grandes riscos
associados a todas as fases de processamento do petréleo, desde a exploragdo, passando
pelo refino, transporte dos derivados até o0 momento do descarte dos residuos destes. A
contaminacéo oriunda do descrate incorreto afeta 0 meio ambiente e representa risco a
salde, direto ou indireto, a todas as formas de vida no planeta Terra (VARJANI, 2017).
Os hidrocarbonetos de petréleo geralmente entram no meio ambiente por meio
de derramamentos acidentais de produtos brutos ou refinados ou por meio do descarte
indevido. Ambos os tipos de poluentes acarretam um perigo para o meio ambiente e
organismos vivos (ESPOSITO et al, 2016). Oleos lubrificantes usados por veiculos
automotivos sdo especialmente perigosos no momento do descarte pois configuram como
residuos de tratamento dificil devido a sua composicao quimica (NAIDU et al, 2018).
Existem diversas estratégias que visam a recuperacdo de ambientes aquaticos e

terrestres contaminados com petroderivados; como as técnicas fisicas, quimicas e
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bioldgicas. Dentre as técnicas biologicas, a biorremediacdo ganha destaque por conta do
uso de organismos bioldgicos para limpar a polui¢do quimica, explorando os sistemas dos
agentes bioldgicos —fungos, bactérias e leveduras. O processo reduz as concentracdes e /
ou a toxicidade dos compostos quimicos, modificando a estrutura quimica do poluente
em produtos finais indcuos. Ele se esforca para acelerar o processo de biodegradacédo
natural e restaurar as condic¢des iniciais com impacto minimo sobre 0s ecossistemas
existentes (BALL et al., 2017).

Os fungos filamentosos merecem destaque pois um de seus mecanismos de acao,
a excrecao enzimatica, possui a caracteristica peculiar de ndo especificidade, permitindo
a degradacdo de uma ampla variedade de componentes do petrdleo e seus derivados
(MARCO-URREA et al., 2015). O género Penicillium € bastante conhecido e reportado
na literatura por seu mecanismo de ag¢do que possibilita uma alta capacidade de utilizagéo
de hidrocarbonetos como fonte de energia (MARCO-URREA et al. 2015; VARJANI,
2017; AL-HAWASH et al., 2017).

A problematica oriunda da destinagdo incorreta apds o uso dos derivados de
petréleo, e sua relagdo com a contaminacéo do solo e lencol freatico, atingindo, além do
meio ambiente, a salde humana, desperta a necessidade de estudos e trabalhos que
venham a identificar o conhecimento de métodos eficazes de recuperacdo dessas areas
contaminadas. Diante do exposto, esse trabalho visa estudar de maneira aprofundada o
mecanismo da biorremediacao e sua eficiéncia quanto a degradacao de residuo
automotivo.

2.MATERIAL E METODOS
Microrganismo

Foi utilizado um fungo filamentoso identificado como Penicillium
simplissicimum, armazenado na micoteca da Universidade Ceuma. Esse fungo foi isolado

de solo contaminado com agroquimico.
Coleta e Caracterizagao Fisico-quimica do Solo

O solo usado nesse estudo foi proveniente de compostagem e livre de
contaminacéo, cedido pelo Laboratorio de Praticas Ambientais da Universidade
CEUMA.
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Com o objetivo de se conhecer as propriedades fisico-quimicas do solo foram
realizadas analises do mesmo para se determinar a Granulometria, Matéria organica
(MO), Potencial Hidrogenibnico (pH), Carbono orgénico (CO) e umidade (H) de acordo
com metodologia preconizada pelo Manual de Anélises de Solos da EMBRAPA (2017).

Caracterizacdo do Residuo

Foi utilizado residuo automotivo como fonte hidrocarb6nica, cedido por oficina
mecénica localizada na cidade de S&o Luis-MA, Brasil. O residuo foi caracterizado
guanto seus compostos hidrocarbonicos por Cromatografia Gasosa acoplado a
Espectrometria de Massa (CG/MS). Adaptado de Luz, 2010.

Uma amostra do residuo foi fracionada (técnica Clean up de acordo comUnited
States Environmental Protection Agency — U.S EPA) em coluna vertical separativa de
vidro de tamanho 30mm x 10.5mm a fim de se identificar as fragdes de Hidrocarbonetos
Totais de Petréleo (HTP). A coluna foi empacotada com silica ativada a 800°C e
condicionada com 20 mL de hexano. Apos o condicionamento foram transferidos 20 mg
do extrato oleoso e eluidos com 12mL de hexano. As primeiras fracGes foram coletadas.
Em seguida, a coluna foi tratada com 15 mL 1:1 (v/v) de benzeno/hexano e foram
coletadas as fragOes seguintes. As fragdes foram misturadas na proporgéo 1;1, e a mistura

foi utilizada para analise de HTP.
Avaliacdo da Atividade Biologica

A atividade bioldgica do solo durante o processo de degradacéo foi avaliadapor
meio da respiracdo basal do mesmo, medida a cada 7 dias durante 8 semanas. Para tal foi
realizada titulacdo volumétrica utilizando método proposto por Aleff (1995). A
metodologia foi realizada em microcosmos contendo o solo, umidade ajustada e 250uL
de oleo lubrificante contaminado. Para avaliacdo do Dioxido de Carbono (CO>)
demandado foram colocados nos frascos pequenos recipientes contendo 40ml de
Hidroxido de Sodio (NaOH). Durante o periodo de incubagéo (8 semanas), 0 contetdo
dos recipientes foi regularmente substituido e, apos a adi¢do de 10 ml de Brometo de
Cloro (BaCly e 2 gotas de fenolftaleina, titulado em Acido Cloridrico (HCI), para
determinar as concentragdes de CO». A taxa de respiracdo em mg de C-CO- evoluidofoi
calculada por meio da equagédo 1:
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V1
C(Resp)= (B—V) XM X 6 X (E) equa. 1

Onde B ¢ o volume de HCI usado para titular o branco, V o volume de HCI utilizado
paratitular aamostra, M a molaridade real de HCI, 6 é a massa atbmica do C (12) dividida
pelo nimero de mols de CO; que reagem com o NaOH (2), V1 a quantidade de NaOH

usado nos frascos e V2 a quantidade de NaOH usada na titulagéo.
Identificacdo Molecular

Foram realizadas duas identificagdes moleculares do DNA total do solo para
bactérias e fungos; uma no TO (inicio, dia 01) e outra no T4 (final, dia 60) no experimento
em solo, com a finalidade de identificar as bactérias e fungos que atuaram em conjunto

com o microrganismo inoculado.

Foram realizados os ensaios moleculares de amplificacdo e sequenciamento
gendmico da regido 16S do DNA ribossomal bacteriano (rDNA) e da regido ITS para
fungos. A extracdo de DNA do solo foi realizada através do uso de Kit de extracdo
(FastDNA® SPIN Kit for Soil) da BIO-101- Califérnia, EUA) baseando-se na extracao
direta. Amostras de 0,5g de solo em solucéo fisioldgica foram previamente
homogeneizadas e utilizadas para a extracdo de DNA nesse kit. As amostras foram
filtradas e em seguida recolhidas em tubos de Eppendorf para aplicacdo das sequéncias

de reagentes do Kit de extracdo FastDNA®.

A pureza do DNA obtido foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v). Amostras de DNA (5 pL) foram misturadas com 5uL de corante para eletroforese
e aplicadas nos géis. Os géis foram submetidos a uma corrente elétrica de 90 V em tampéo
TBE 0,5x pelo periodo de uma hora e meia e, em seguida, corados com brometo de etidio
e fotografados sob luz U.V. em um sistema de captura de imagem (IMAGO, B & L

Systems). Posteriormente, foi realizado o sequenciamento dos fragmentos obtidos.

Avaliacdo da toxicidade

A fim de avaliar os danos ambientais causados pelo 6leo lubrificante contaminado
e, possivelmente, pelos compostos intermediarios de degradagédo foram realizados testes
de ecotoxicidade.
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Modelo Allium cepa

A toxicidade do tratamento ao longo do periodo do experimento foi avaliada
através dos ensaios com sementes de Allium cepa (variedade Baia Periforme) submetidas,
continuamente, a germinacao em placas de Petri contendo substrato extraido do solo em
analise. Apos este periodo foram coletadas raizes com aproximadamente 1,5 cm de
comprimento, sendo as mesmas fixadas, em Carnoy 3:1. O meristema da raiz foi utilizado
para confec¢do das laminas e avaliacdo do potencial toxico das amostras, pelos testes de
aberracdo cromossdmica e aberracdo nuclear. As laminas foram cuidadosamente
preparadas, ap6s uma lavagem cuidadosa do material, como descrito por Matsumoto et
al. (2006) e coradas pela reacdo de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1978), conforme
descrito, os meristemas previamente fixados em Carnoy (3:1) foram lavados com agua
destilada, em trés baterias de cinco minutos cada. O material foi entdo hidrolizado em
HCI 1mol/L a 60°C por 10 minuto, seguidos de novos banhos de cinco minutos em &gua
destilada. O excesso de agua foi removido das raizes com papel de filtro, as raizes foram
transferidas para uma camara escura em frascos contendo reativo de Schiff, por
aproximadamente 2h. Apds este periodo, as sementes foram novamente lavadas, até a
total retirada do reagente. As laminas foram entdo preparadas com uma gota de carmin
acético (2%) e posteriormente, recoberta com uma laminula. As laminulas foram
cuidadosamente removidas em nitrogénio liquido e montadas em Entelan para serem
examinadas em microscépio de luz.

Através da andlise microscopica, foram visualizadas ao menos 2.000 células de
cada tratamento para um resultado estatistico mais preciso. Assim possibilitando a
identificacdo de aberragcBes cromossémicas (efeito genotoxico) e micronucleos (efeito
mutagénico) em todos os estagios da mitose (interfase, profase, metafase, anafase e
telofase).

Com o objetivo de investigar se o Gleo lubrificante teria efeito citotoxico, nesta
etapa também foi calculado o indice Mitético através da equagéo 2.

IM (%) __ numero de células em divisio

= x 100 equa. 2

namero total de células

Os resultados obtidos foram comparados ao controle negativo por meio do software

GraphPad Prism admitido um nivel de significancia de p < 0,05.
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Toxicidade Aguda com a larva de Tenebrio molitor

A toxicidade aguda foi avaliada empregando modelo in vivo da larva
Tenebrio molitor, onde com auxilio de uma seringa, foram inoculados 10 uL do controle
com Tampdo Salino-Fosfato (Phosphate buffered saline —PBS) em 10 larvas ¢ 10 uL. do
6leo lubrificante extraido do solo em mais 10 larvas para cada tempo que deseja se avaliar
(TO-1° dia, T1- 15° dia, T2- 30° dia, T3-45° dia e T4-60° dia). Todas as larvas foram
acondicionadas em placas devidamente identificadas, onde foram mantidas em
temperatura ambiente por um periodo de dez dias e a cada 24h foram quantificadas as
larvas mortas ou que ndo responderam a estimulos. Os resultados obtidos foram
comparados, observado a discrepancia entre os dados analisados, através de teste de
significancia (p<0,05), além disso, foi montado grafico da curva de sobrevivéncia usando
0 teste de Kaplan-Meier utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

Anélises estatisticas

Os resultados serdo analisados estatisticamente quanto a diferencas significativas
por meio do teste de Log Rank utilizando analise de variancia (ANOVA) para verificar a
associacdo entre as variaveis. O nivel de correlacdo entre os parametros testados sera
avaliado de acordo com o Indice de Correlagio de Spearman. O nivel de significancia de
95% seré considerado significativamente diferente (p <0,05).

RESULTADOS
Caracterizacéo Fisico-quimica do Solo

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo fisico-quimica do solo usado nesse estudo,
podendo ser classificado fisicamente com base na granulometria como Franco Arenoso
de acordo com o Diagrama Triangular de Feret ou Triangulo de Classe Textural. Quanto
ao pH, foi avaliado em 6,8. O solo apresentou com teor de matéria organica mediano
(51,98%) e baixa quantidade de carbono organico (22,75%).

Tabela 1: Caracterizacdo fisico-quimica do solo usado no estudo

Caracterizagao %
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MO 51,98

U 34,00
CcoO 22,75
Areia 81,00
Argila 19,00
515 515
516  Caracterizacao do residuo
517 A caracterizacgao do residuo quanto aos Hidrocarbonetos Totais de Petroleo por

518  meio de Cromatografia gasosa pode ser visualizada na Figura 1.

519 Observa-se que o composto predominante € o fenol constituindo 38% de todo
520 residuo, seguido por compostos hidrocarbdnicos constituidos por ligagdes secundarias
521  com dez ou mais atomos de carbono. Os compostos aromaticos como orto-Xileno e tri-
522 metil-benzeno, constituidos de anel benzénico, estdo entre 0s que apresentam menores

523 percentuais na composicao do residuo.

Fenol

n-lcosano
11-Decil-tetracosano
10-Methyl-Eicosano
n-eicosano

Eicosano
Hexadecano

dimetil decano
metil-nonano
tri-metil-benzeno
nonano
Orto-xileno

Compostos hidrocarboénicos

Percentual (%0)

524 524
525 525

526 Figura 1:Compostos de Petréleo majoritarios presentes no Residuo de Oleo
527  Automotivo.
528 528

529 Ensaio de biodegradacéo e Avaliacdo da atividade bioldgica
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530 Na figura 2 abaixo, pode-se observar o perfil da atividade biologica por meio da
531 liberagdo de Carbono (C) em mg/cm? da primeira semana até a oitava, periodo de
532  tratamento do solo contaminado.

Nos tratamentos avaliados (T1, T2 e T3), observou-se que a atividade bioldgica
se dividiu em trés fases: um crescimento da primeira para a segunda semana, apoés tal
comportamento a atividade bioldgica entra na segunda fase apresentando niveis

praticamente constantes e na Gltima fase ja na oitava semana esses niveis decaem. As

g 8488

demandas de CO; nos frascos variaram de 8,568 mg/cm?® a 49,694mg/cm?,

o
'

-~ Controle
- Tratamento

N
o
1

N
o
1

—

o

4 g @ g g ¢ ® ®
1 2 3 4 5 6 7 8
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o

Atividade biolégica (mg C/cm?® de solo)

538 538
539 Figura 2: Taxa de respiracdo basal dos microrganismos nos reatores de solo contaminado

50  com Gleo usado no periodo de 8 semanas.
541 541

52  Perfil Microbioldgico

43 O perfil molecular do solo foi analisado no inicio (dia 1) e ao final (dia 60)
54 do tratamento de bioaumentacdo. A importancia de tais analises é evidenciada nos

45 resultados abaixo que apontam a abundancia (Tabela 2) e riqueza (Tabela 3) de cada
56  amostra tanto para fungos quanto para bacterias.

%7  Tabela 2: Quantidade total de microrganismos identificados na analise molecular para

%48  fungos e bactérias

Quantidade Total de Microrganismos

TO T4
Bactérias 6.687 3.934
Fungos 63.999 78.558
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549

Bactérias Fungos
TO T4 TO T4
Ordem 27 29 21 19
Familia 81 78 34 31
Género 215 188 57 66
Espécie 596 467 114 130

550 Tabela 3: Quantidade de microrganismos classificados por ordem, familia, género e
551  espécie para fungos e bactérias das amostras TO e T4.

552

553 Na Tabela 2 percebe-se que a quantidade total de bactérias presentes na amostra
554  TO € 9,57 vezes menor que a quantidade fungos, ja em T4 o nimero de bactérias diminui
555 e passa a ser 19,96 vezes menor que os fungos. Outro ponto a se observar na Tabela 2 é
556  que em T4 é perceptivel que a quantidade de fungos em relagcdo a TO aumenta 18,54%.
557 Os géneros Aspergillus spp., Thermomyces spp., Lomentospora spp., Scytalidium
558  spp., Stachybotrys spp. e Scedosporium spp. obtiveram maior abundancia, representando
559  85% da amostra do dia 1 do tratamento.

560 A Tabela 3 mostra que apesar do maior nimero de fungos presentes na amostra,
561  mas a diversidade de espécies é menor que nas bactérias. Outro fator a se observar é que
562 0 numero de espécies de bactérias diminui no decorrer do tratamento. Alguns géneros
563  fungicos séo detectados apenas em T4, como é o caso do Penicillium spp e o Thricoderma
564  spp.

565565

566  Avaliacdo da Toxicidade

567  Citotoxicidade Allium cepa

568 A figura 3 mostra as células em diferentes tratamentos evidenciando aqueles em
569  que apareceram Microndcleos e Aberragfes cromossomicas. Ja na figura 4 e Tabela 4 sdo
570 mostradas por meio de um grafico de porcentagem o indice Mitético das células ao
571  decorrer de 8 semanas, colocando de acordo com a estatistica quais tratamentos foram
572  afetados significativamente quanto a diviséo celular no decorrer do tempo.

573573
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574574
575575
576576
577  Figura 3: A- Tratamento TO no dia 1 com células saudaveis; B- T2 com um Micronlcleo
578 (MN); C- T3 com MN e Anafase com Ponte; D- C-Metafase com Quebra e MN. As setas
579  nafigura indicam as aberracdes.
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580
581  Figura 4 — Percentual do Indice Mitdtico dos Controles e apos 8 semanas de
582  Tratamentos do Residuo de Oleo Usado em Oficina Mecanica.
583  **p<0.05; *p<0.01
584  Tabela 4: Indice de Aberracdes

Controle Controle TO T1 T2 T3

T4
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585
586
587
588
589
590
591
592
593

594
595

596

Negativo Positivo
Ponte 0 0 0 0 0 0,00124 0,00187*
Quebra 0 0,00090 0 0 0,00093* 0,00083 0,00037*
Cromossbmica
Perda 0 0 0 0 0,00046* 0,00041 0,00037*
Broto 0 0 0 0,00050 0 0 0
Célula 0 0 0 0 0 0 0,00150*
Multipolar
C-Metafase 0 0 0 0 0 0 0
Poliploide 0 0 0 0 0,00510* 0 0,00075*
Microntcleo 0 0,01625** 0 0,00050 0,00325* 0,00124** 0,00375**
**
*P<0.05 **P<0.01

Toxicidade Aguda com a larva de Tenebrio molitor

Os perfis de sobrevivéncia das larvas de Tenebrio molitor quando submetidas ao

contato com o residuo in natura (TO) e os residuos tratados podem ser visualizados na

Figura 5. Os resultados demonstraram que a taxa de sobrevivéncia das larvas frente ao

residuo in natura e todos os tratamentos com excecdo do T2 foi de 0%, ou seja, nenhuma

larva sobreviveu ao final dos dez dias de experimento.

Figura 5: Percentual de sobrevivéncia das larvas de Tenebio molitor ao longo de 10 dias.
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A anélise estatistica pelo teste de Log Rank foi realizada para avaliar o nivel de

relacdo entre as amostras quanto ao parametro toxicidade aguda. Apds o ensaio de
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597  toxicidade aguda, foi constatado que existe uma diferenca estatistica significativa (p <
598 0,05) entre os tratamentos e o0 PBS com p<0.001. Associando esse dado com o
599  quantitativo de sobrevida das larvas pode-se concluir que todos os tratamentos
600  apresentam toxicidade aguda.
601601
602 DISCUSSAO
603  Nesse trabalho se observou que a comunidade microbiana presente na amostrade 604
solo foi capaz de utilizar o residuo de 6leo automotivo adicionado ao experimento como
605  fonte de carbono, isto se deve ao fato da capacidade desses organismos se adaptarem as
606  condicdes diferenciadas do solo contaminado por compostos toxicos por possuirem um
607  aparato metabdlico que permite a producdo de compostos como enzimas e surfactantes
608  que permitem a quebra minimizando a recalcitrancia dos compostos hidrocarbonicos.
609  (Gusmao et al. 2011; Santos, 2019). Estudos mostraram que Varios contaminantes
610  perigosos podem ser degradados por fungos. Alguns géneros sdo ralatados com mais
611  frequéncia pela literatura como os Aspergillus spp., Fusarium spp., Cunninghamella
612  echinulata, Talaromyces spp., Rhodotorula spp., Gliocladium spp., Penicillium spp.,
613  Cladosporium spp. e Geotrichum spp. (Al-Hawashi, 2017;Atlas, 1981, Chikere, 2018).
614 Para Montes et al. (2017) a comunidade microbiana endégena de um solo € capaz
615  de degradar compostos hidrocarb6nico desde que as condi¢bes sejam propicias para isso.
616  Caso o solo necessite de um enriquecimento um dos elementos que podem ser
617  adicionados a fim de possibilitar melhores resultados é o Fésforo (P). A adicdo de
618  nutriente no solo com a finalidade de possibilitar uma melhor a¢cdo microbiana é uma
619  técnica denominada bioestimulacdo e € utilizada em tratamento de solo contaminado. Ball
620 etal. (2019) observaram que a comunidade bacteriana presente no solo elevou sua
621  atividade de biodegradacdo apos a adi¢do de vegetais como estimulantes, contudo o
622  estudo alerta que ha o risco dos compostos intermediarios tornarem-se mais toxicos que
623  as moléculas originais, como ocorreu no presente trabalho.
624 Um fator que influencia no sucesso de um biotratamento € o tipo de solo que se
625 trabalha. Lima et al. (2019) e Camacho-Montealegre et al. (2019) observaram que
626 algumas propriedades do solo se sobressaem na avaliagdo da qualidade do mesmo, sendo
627 a percolacdo e a capacidade de adsorcdo umas das principais variaveis que afetam o
628 processo de degradacdo, pois interfere na disponibilidade do substrato aos
629 microrganismos. O pH € outro fator importante, pois ele influencia diretamente na

630 comunidade microbiana. Fungos conseguem crescer e se adaptar a pH mais acido que as
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631 bactérias, além de tolerar altas varia¢6es de pH, podendo crescer na faixa de pH que

632 variam de 1,5a 11.

633 A anélise molecular evidenciou mudancas na comunidade microbiana quando se
634 compara o inicio e o fim do tratamento. Quando o grupo microbiano estudado eram 0s
635 fungos, a quantidade inicial foi 18,54% menor que a final, sugerindo que o contaminante
636 presente no solo e seus metabolitos de degradacdo selecionaram os organismos resistentes
637 a nova condicdo, permitindo que eles se sobressaissem em relacdo aos demais, além do
638 que possibilitou a deteccdo de outros géneros ndo identificados inicialmente, aumentando
639 a riqueza da amostra. Este fato pode estar diretamente relacionado a capacidade dos
640 fungos em produzir enzimas oxidativas, que permite metabolizar o contaminante e utilizar
641 como fonte nutricional (Ji et al., 2016).

642 Montes et al. (2017) observaram que a adi¢do de gasolina a diferentes tratamentos
643 com inbculos de distintas bactérias causou mudancas na comunidade presente
644 inicialmente no estudo. Em complemento, Camacho-Montealegre et al. (2019)
645 perceberam que novas condi¢fes impostas ao ambiente por contaminacdo de petréleo
646 bruto selecionaram negativamente populagbes microbianas, causando a diminui¢do ou
647 eliminagdo delas, contudo constataram também que as novas condi¢cdes podem funcionar
648 como estimuladoras para o desenvolvimento de outras populagdes.

649 Neste trabalho observou-se a presenca de géneros de fungos filamentosos
650 patogénicos. Este fato é preocupante pois sugere que estes microrganismos podem estar
651 se sobressaindo aos demais, sendo predominante em uma comunidade microbiana.

652 Fungos patogénicos como Lomenstopora prolificans sdo encontrados tanto no
653 inicio como no final do tratamento, sendo neste Ultimo em maior numero, fato
654 preocupante tendo em vista que esse fungo é reportado na literatura como multirresistente
655 e de dificil tratamento quando causa doencas em pessoas imunosuprimidas (Tintelnot et
656 al., 2015). Além do que Aspergillus fumigatus e Scedosporium apiospermum, organismos
657 patogénicos também repetem o mesmo comportamento do fungo citado anteriormente,
658 evidenciando que a nova condicdo imposta ao ambiente foi propicia ao desenvolvimento
659 desses organismos que causam doengcas em seres humanos, demonstrando a
660 contaminacgdo ser um problema ambiental e também um problema de saude.

661 No perfil molecular do tratamento da amostra T4 sdo identificados géneros como
662 Penicillium spp., Fusarium spp. e Tricoderma spp. que ndo foram encontrados na analise
663 do primeiro dia, corroborando com os trabalhos que os apontam como potenciais
664 degradadores de petroderivados (Hijri et al., 2017; Maranho e Santos, 2018). Resultado
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665 este complementado pela atividade bioldgica que mostra uma adaptacdo da comunidade
666 ao contaminante, sugerindo que a populacéo fungica foi a que mais se adaptou.

667 O teste de toxicidade com as larvas Tenébio molitor mostrou que o contato de
668 organismos detentores de estrutura semelhante a de seres humanos com o residuo de 6leo
669 lubrificante usado/contaminado causam riscos de intoxicacdo aguda. Complementando
670 esse resultado o teste Allium cepa mostrou o aparecimento de alteracdes cromossdmicas
671 ao longo do periodo do tratamento de biorremediacdo, com agravamento dessas
672 aberracOes apds as 8 semanas do processo, onde foram percebidos em maior quantidade
673 microndcleos (MN), que podem passar de geracdo para geracdo por meio da divisdo
674 celular e causar alteracbes mutagénicas nos organismos vivos que entrarem em contato
675 com aquele ambiente contaminado.

676 Dentre todos os compostos constituintes do residuo € importante destacar a
677 toxicidade do fenol, que é o composto predominante, por ter sua estrutura quimica
678 formada por um anel benzénico ligada a duas hidroxilas este composto é extremamente
679 estavel e de dificil degradacdo pela maioria dos organismos biolégicos que possuem essa
680 capacidade. Aléem do fenol, os demais compostos aromaticos presentes no residuo
681 contribuem para a toxicidade elevada dele. O que pode explicar o aumento da comunidade
682 fungica ao decorrer do tratamento, pois estes conseguem se adaptar melhor a
683 hidrocarbonetos arométicos que outros organismos, como as bactérias por exemplo.

684 De acordo com Bidoia et al. (2019) é possivel sugerir que os brotos nucleares
685 encontrados no presente estudo possam estar relacionados a compostos hidrocarb6nicos
686 especificos, como o Benzeno e o Xileno presentes na composicdo do contaminante aqui
687 avaliado. De acordo com o resultado da composicdo do 6leo lubrificante, a presenca de
688 compostos pesados, com cadeias carbOnicas grandes e aromaticos pode ser explicada por
689 se tratar de um residuo de 6leo que ja passou por um processo térmico quando utilizado
690 em motor de automodvel. Os brotos nucleares sdo alteracdes genotdxicas que podem ser
691 derivadas de eliminacdo de material genético amplificado, quebras cromossdomicas,
692 pontes e rearranjos cromossomicos (Serrano-Garca e Montero-Montoya 2001;Shimizu et
693 al. 2000; Fernandes et al. 2007).

694 Mazzeo (2009) constatou que o processo de biodegradacdo por microrganismos,
695 da mistura aquosa do BTEX foi eficiente na diminuicdo dos efeitos genotéxico e
696 mutagénico, indicando que os compostos da mistura foram degradados em metabolitos
697 ndo toxicos para as células. Em contrapartida, Machado (2013) obteve resultados

698 semelhantes ao deste estudo ao testar efluente proveniente do separador de agua e 6leo
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699 do Terminal Petroquimico, onde foi evidenciado que derivados do petrdleo apresentam
700 potencial risco a danos celulares e genéticos. Marcano et al. (2004) e Chandra et al. (2005)
701 também usaram MN e Aberracdes Cromossémicas como parametros de mutagenicidade.
702

703 4 CONCLUSOES
704
705 De acordo com o estudo, ficou comprovado por meio da analise metagenémica

706 que o fungo inoculado no dia 1 do tratamento ndo apareceu ao final do mesmo, resultado
707 esse que aponta que em certas situacbes o processo de bioaumentacdo ndo se faz
708 necessario, tendo assim, nos proprios microrganismos endégenos uma comunidade capaz
709 de se adaptar melhor a nova condicdo estabelecida e predominar quando comparada a
710 organismos inoculados. Além disso, o tratamento de bioaumentacdo aplicado em 8
711 semanas se mostrou insuficiente para tornar o composto menos toxico, sugerindo que um
712 maior periodo de tempo poderia ser mais indicado para obtencdo de resultados
713 satisfatorios.
714 A riqueza dos solos brasileiros é tamanha que, em determinados casos de
715 contaminacdo, a microbiota local é capaz de degradar o contaminante desde que
716 estimulada da maneira correta. Outro ponto relevante levantado nesse estudo foi que 0s
717 bioprocessos para contaminantes como o 0leo lubrificante usado/contaminado podem néo
718 ser a melhor opc¢do, ja que ha a possibilidade de transformar o composto inicial em
719 metabdlito secundario mais tdxico. Tal resultado destaca a importancia do descarte
720 correto desse residuo perigoso, pois fica evidente o problema ndo somente da
721 contaminacdo do solo e, consequentemente, de lencoéis fredticos com composto de tdo
722 dificil tratamento, quanto o problema causado as pessoas que entram em contato com esse
723 ambiente que correm riscos de desenvolverem mutacdes celulares.
724
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A International Biodeterioration & Biodegradation publica artigos e revis@es originais de
pesquisa

causas biologicas de deterioracdo ou degradacao.

« As causas podem ser macro ou microbioldgicas, cujas origens podem ser aéreas,
aquaticas ou terrestres.

» Os efeitos podem incluir corrosdo, incrustacdo, podriddo, decomposicédo, infeccao,
desfiguracéo, toxificagéo,

enfraguecimento ou processos que liquefazem, desintoxicam ou mineralizam.

 Os materiais afetados podem incluir materiais naturais, sintéticos ou refinados [como
metais,

hidrocarbonetos e 6leos, alimentos e bebidas, produtos farmacéuticos, celulose e madeira,
plasticos e

polimeros, fibras, papel, couro, residuos ou qualquer outro material de importancia
comercial];

e estruturas ou sistemas [como edificios, obras de arte, equipamentos de processamento
etc.], bem como

residuos perigosos e inclui aspectos ambientais e de saude ocupacional resultantes da
atividades dos agentes bioldgicos descritos acima.

Documentos sobre todos os aspectos de causa, modo de agéo, tratamento, protecéo e
prevencao, analise e

testes, desintoxicacdo, modernizacao, implicagdes comerciais, biocidas e substitutos e
areas relacionadas

séo bem-vindos. Entretanto, trabalhos estritamente relacionados a aspectos de engenharia

de biotecnologia
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processos e aqueles que visam desenvolver ou avaliar modelos preditivos baseados em
matematica

na concepcao de processos biotecnoldgicos sdo excluidos.

Biodeterioracdo Internacional e Biodegradacgéo é o Jornal Oficial das

Sociedade de Biodeterioracdo e Biodegradacao.

Tipos de papel

As contribuicGes podem ser artigos originais, artigos de revisdo, estudos de caso,
comunicac0es breves, relatorios de

conferéncias ou reunides, resenhas de livros ou noticias das proximas reunides. O assunto
e 0 conteudo

Os artigos de revisdao devem ser discutidos com os Editores antes da submissdo arevista.
Observe que papéis de natureza rotineira e sem originalidade, novidade e exclusividade
n&o serao

ser aceito para publicacéo.

Em geral, o manuscrito ndo deve exceder 10.000 palavras, ou cerca de 20 paginas
impressas.

Lista de verificacdo de envio

Vocé pode usar esta lista para realizar uma verificacdo final do seu envio antes de envia-
lo ao diario para

Reveja. Consulte a secéo relevante neste Guia para autores para obter mais detalhes.
Verifique se 0s seguintes itens estdo presentes: Um autor foi designado como o autor
correspondente, com detalhes de contato: ¢ Endereco de e-mail ¢ Endereco postal
completo Todos os arquivos necessarios foram enviados: Manuscrito: * Incluir palavras-
chave ¢ Todos os numeros (incluem legendas relevantes) ¢ Todas as tabelas (incluindo
titulos, descrigdo, notas de rodapé) « Verifique se todas as citagdes de figura e tabela no

texto correspondem aos arquivos fornecidos ¢ Indique claramente se a cor deve ser usada

para quaisquer figuras impressas Arquivos de resumos graficos / destaques (quando

44



aplicavel) Arquivos suplementares (quando aplicavel) Consideragdes adicionais * O
manuscrito foi ‘ortografico’ e ‘gramatical’

Todas as referéncias mencionadas na lista de referéncias séo citadas no texto e vice-versa
« Foi obtida permissao para uso de material protegido por direitos autorais de outras fontes
(incluindo a Internet)

« E fornecida uma declaracdo de interesses concorrentes, mesmo que 0s autores néo
tenham interesses concorrentes para

declarar

« As politicas do periddico detalhadas neste guia foram revisadas

« Sugestoes de arbitros e detalhes de contato fornecidos, com base nos requisitos do diéario
ANTES DE VOCE COMECAR

Etica na publicacio

Consulte nossas paginas de informacdes sobre ética na publicacéo e diretrizes éticas para
publicagdo em periddicos.

Declaracéo de interesse

Todos os autores devem divulgar qualquer relacionamento financeiro e pessoal com
outras pessoas ou organizagoes

que poderiam influenciar inadequadamente (viés) seu trabalho. Exemplos de potenciais
conflitos de interesse incluem

emprego, consultorias, propriedade de a¢des, honoréarios, testemunhos pagos de
especialistas, pedidos de patentes /

registros e subsidios ou outros financiamentos. Os autores devem preencher a declaracéo
de interesse

usando este modelo e faca o upload para o sistema de envio na etapa Anexar / Carregar

Arquivos.

45



Se ndo houver interesse a declarar, escolha: 'Declaragdes de interesse: nenhuma’' no

modelo.

Esta declaracéo sera publicada no artigo, se aceita. Mais Informacoes.

Declaracéo e verificagéo de envio

A submissao de um artigo implica que o trabalho descrito ndo tenha sido publicado
anteriormente (exceto em

sob a forma de resumo, palestra publicada ou tese académica, consulte 'Multiplos,
redundantes ou simultaneos

publicacdo ‘para obter mais informacdes), que ndo esta sendo considerado para publicacédo
em outro lugar, que

sua publicacdo é aprovada por todos 0s autores e tacita ou explicitamente pelas
autoridades responsaveis quando

o trabalho foi realizado e, se aceito, ndo sera publicado em nenhum outro lugar da mesma
forma, em

Inglés ou em qualquer outro idioma, inclusive eletronicamente, sem o consentimento por
escrito do titular dos direitos autorais. Para verificar a originalidade, seu artigo pode ser
verificado pelo servigo de deteccédo de originalidade Crossref

Verificagdo de similaridade.

Observe que as pré-impressdes podem ser compartilhadas em qualquer lugar a qualquer
momento, de acordo com a politica de compartilhamento da Elsevier.

Compartilhar suas pré-impressdes, por exemplo em um servidor de pré-impressdo nao
contara como publicacao prévia (consulte 'Mdltiplas,

publicacdo redundante ou simultanea "para obter mais informacoes).

Uso de linguagem inclusiva
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A linguagem inclusiva reconhece a diversidade, transmite respeito a todas as pessoas, é
sensivel as diferencas,

e promove a igualdade de oportunidades. O contetido ndo deve fazer suposicdes sobre as
crencas ou

compromissos de qualquer leitor; ndo contém nada que implique que um individuo seja
superior a

outro com base na idade, sexo, raga, etnia, cultura, orientacdo sexual, deficiéncia ou saude
doenca; e use linguagem inclusiva por toda parte. Os autores devem garantir que a escrita
esteja livre de preconceitos,

esteredtipos, girias, referéncia a cultura dominante e / ou premissas culturais.
Aconselhamos a procurar

neutralidade de género usando substantivos no plural (“clinicos, pacientes / clientes™)
como padrdo / sempre que possivel

para evitar usar "ele, ela” ou "ele / ela”. Recomendamos evitar o uso de descritores que
se refiram a

atributos pessoais como idade, sexo, raca, etnia, cultura, orientacdo sexual, deficiéncia ou
salde

condicdo, a menos que sejam relevantes e validos. Essas diretrizes servem como um ponto
de referéncia para

ajudar a identificar o idioma apropriado, mas nao € de forma alguma exaustivo ou
definitivo.

AlteracGes na autoria

Espera-se que os autores considerem cuidadosamente a lista e a ordem dos autores antes

de enviar sua
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manuscrito e fornecer a lista definitiva de autores no momento da submisséo original.
Qualquer

adicdo, exclusdo ou reorganizacdo de nomes de autores na lista de autorias deve ser feita
apenas

antes de 0 manuscrito ser aceito e somente se aprovado pelo editor da revista. Para
solicitar tal

uma alteracédo, o Editor deve receber o seguinte do autor correspondente: (a) o0 motivo
para a alteracdo na lista de autores e (b) confirmacéo por escrito (e-mail, carta) de todos
0s autores de que eles

concordar com a adic¢éo, remocao ou reorganizacao. No caso de adicdo ou remocao de
autores,

isso inclui a confirmacédo do autor que esta sendo adicionado ou removido.

Somente em circunstancias excepcionais o Editor considerara a adicdo, exclusao ou
reorganizacao de

autores apds a aceitacdo do manuscrito. Enquanto o Editor considera a solicitagdo, a
publicacao

do manuscrito sera suspenso. Se o manuscrito ja foi publicado em uma edicao on-line,
quaisquer solicitacbes aprovadas pelo editor resultardo em uma retificacéo.

Servigo de transferéncia de artigos

Este periodico faz parte do nosso Servico de transferéncia de artigos. Isso significa que,
se o0 Editor achar que seu artigo é

mais adequado em uma de nossas outras revistas participantes, vocé pode ser solicitado a
considerar a transferéncia

0 artigo para um deles. Se vocé concordar, seu artigo sera transferido automaticamente

em Seu nome
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sem necessidade de reformatar. Observe que seu artigo sera revisado novamente pela
nova revista.

Mais Informacdes.

direito autoral

Ap0s a aceitacao de um artigo, os autores serdo solicitados a concluir um 'Contrato de
Publicacéo de Revista' (consulte

mais informacGes sobre isso). Um e-mail sera enviado ao autor correspondente
confirmando o recebimento do

0 manuscrito juntamente com um formulario ‘Journal Publishing Agreement' ou um link
para a versdo online

deste acordo.

Os assinantes podem reproduzir indices ou preparar listas de artigos, incluindo resumos
para circulacdo dentro de suas instituicdes. E necessaria permissio do Publicador para
revenda ou distribuicdo fora da instituicdo e para todos os outros trabalhos derivados,
incluindo compilacdes e traducdes. E se trechos de outras obras protegidas por direitos
autorais estdo incluidos, o (s) autor (es) deve obter permissdo por escrito dos proprietarios
dos direitos autorais e credite a (s) fonte (s) no artigo. A Elsevier pré-imprimiu
formularios para uso pelos autores nesses casos. Para artigos de acesso aberto em ouro:
Apbs a aceitacdo de um artigo, os autores deverdo preencher um 'Contrato de licenca
exclusivo' (mais informacdes). Reutilizacdo permitida a terceiros de acesso aberto a ouro
artigos € determinado pela escolha do autor da licenca de usuéario. Direitos de autor Como
autor, vocé (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos para reutilizar seu
trabalho. Mais em formacdo. Elsevier suporta compartilhamento responsavel Descubra
como vocé pode compartilhar sua pesquisa publicada nas revistas Elsevier. Papel da fonte
de financiamento Vocé € solicitado a identificar quem forneceu apoio financeiro para a
conducdo da pesquisa e / ou preparagao do artigo e descrever brevemente o papel do (s)
patrocinador (es), se houver, no desenho do estudo; no a coleta, andlise e interpretacdo
dos dados; na redacdo do relatorio; e na decisao de envie o artigo para publicacdo. Se a

(s) fonte (s) de financiamento ndo teve esse envolvimento, isso deveria ser indicado.
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Acesso livre Por favor, visite nossa pagina de acesso aberto para obter mais informacdes.
Idioma (servicos de uso e edigdo) Por favor, escreva seu texto em bom inglés (o0 uso
americano ou britanico é aceito, mas ndo uma mistura de estes). Os autores que sentem o
manuscrito em inglés podem precisar de edi¢do para eliminar possiveis erros gramaticais
ou ortograficos e para estar em conformidade com o inglés cientifico correto, talvez vocé
queira usar o inglés Servico de edicdo de idiomas disponivel nos servicos de autor da
Elsevier. Submissao O envio para esta revista é totalmente online e vocé sera guiado passo
a passo pela criagdo e upload de seus arquivos. O sistema converte automaticamente 0s
arquivos de origem em um Unico arquivo PDF do artigo, usado no processo de revisao
por pares. Observe que, embora a fonte do manuscrito Quando o0s arquivos sdo
convertidos em arquivos PDF no envio para 0 processo de revisdo, esses arquivos de
origem s80 necessarios para processamento posterior apoOs aceitacdo. Toda a
correspondéncia, incluindo a notificacao da deciséo do Editor e pedidos de reviséo, ocorre
por e-mail, eliminando a necessidade de uma trilha de papel. O sistema de submissdo on-
line para Biodeterioragdo Internacional e Biodegradacdo pode ser acessado em

https://ees.elsevier.com/ibb.
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