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RESUMO

Neste trabalho foi investigado o potencial de biodegradacdo de gasolina e diesel por um
consércio de microrganismos proveniente de amostras de agua residudria coletada nas
proximidades de uma distribuidora de combustiveis no bairro Nacional em Porto Velho — RO. Os
experimentos foram realizados em laboratério com concentracdo inicial de 1000 ppm,
monitorados por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama ao longo de 15 e 21
dias para gasolina e diesel, respectivamente. Os cromatogramas obtidos foram investigados
atraves de Andlise por Componentes Principais, que revelou as tendéncias de degradacdo. Os
componentes biodegradados e recalcitrantes foram identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. A partir deste consorcio foram isoladas 5 cepas que
participaram da biodegradacdo do diesel, sendo todas identificadas como Acinetobacter
Baumannii. Os resultados revelaram o desaparecimento dos componentes da gasolina e do diesel.
A partir destas analises foi observado que o consércio degrada inicialmente hidrocarbonetos
lineares e posteriormente, compostos aromaticos alquilados. Os resultados obtidos indicam que
este consorcio e 0 microrganismo isolado pode ser utilizado em processos de biodegradacao de
derivados de petroleo como diesel e gasolina pelo processo de bioaumento na regido de Porto
Velho - RO para recuperacao de areas impactadas.

Palavras-chave: Biodegradacédo; Derivados de Petréleo; CG/MS; CG-FID; SPME



ABSTRACT

This study investigated the degradation potential of gasoline and diesel by a consortium of
microorganisms collected in the Nacional district in Porto Velho — RO. The experiments were
conducted in the laboratory with initial concentration of 1000 ppm and monitored by gas
chromatography — flame ionization through a period of 15 and 21 days, for gasoline and diesel,
respectively. The resulting chromatograms were investigated by Principal Components Analysis,
which identified the biodegradation patterns. The degraded and recalcitrant compounds were
identified by gas chromatography - mass spectrometry. Five lineages were isolated and identified
as Acinetobacter baumannii from this consortium. The results showed the disappearance of
gasoline components and of diesel components. They also showed that the consortium degrade
initially linear hydrocarbons, followed by alkyl-aromatic compounds. These findings indicate that
this consortium and isolated microorganisms can be used in the process of biodegradation of
diesel and gasoline in the region of Porto Velho for the recovery of impacted areas.

Keyswords: Biodegradation; Qil Derivatives; CG/MS; CG-/FID; /SPME
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1. INTRODUCAO

Problemas associados com a qualidade da dgua propria para consumo sao bem conhecidos
e amplamente distribuidos pelo mundo. Atualmente, cerca de 1,2 milhdes de pessoas sofrem com
a falta de acesso a dgua apropriada para o consumo humano, 2,6 bilhdes tem pouco ou nenhum
saneamento basico e milhdes de pessoas morrem anualmente por doencas transmitidas através da
agua, sendo as infec¢des parasitarias e diarréias as principais que levam ao agravamento da
desnutricdo (SHANNON et al, 2008). Além disso, um grande niimero de contaminantes sao
langados diariamente em suplementos de agua advindos da atividade humana, destacando-se
metais pesados e derivados de petrdleo, e os emergentes micropoluentes como disruptores
endocrinos (SHANNON et al, 2008). Portanto, entre todos os problemas provocados pelo
fendmeno de polui¢do ambiental, a contaminacgdo das aguas, e a conseqliente escassez de recursos
hidricos de boa qualidade, ¢ um dos mais importantes. Dentro deste contexto, a contaminagao por
petroleo e seus derivados tem causado bastante preocupagao, seja pela freqiiéncia dos eventos ou
pelo elevado potencial poluente dos mesmos. Destes, a gasolina e o 6leo diesel merecem
destaque, seja pela quantidade envolvida, ou pela periculosidade, verificada pela liberagao de
compostos com alta solubilidade em agua que podem entrar em contanto com a agua subterranea.
No Brasil este problema com a gasolina acentua-se, pois a maioria dos tanques de
armazenamento de combustiveis foram construidos na década de 70, e como a vida média destes
tanques, estimada em 25 anos, pode-se esperar um aumento da ocorréncia de vazamentos nos
postos do pais (CORSEUIL & MARTINS, 1997).

Dentre as atividades industriais, uma das que mais ameagam o meio ambiente, também, €
a atividade petrolifera. Em toda a sua cadeia produtiva ha a possibilidade de contaminagao do ar,
das aguas e dos solos por uma gama de compostos altamente poluentes. Freqiientes ocorréncias
de derramamentos em solos brasileiros vém motivando a realizacdo de pesquisas na area de
biorremediagdo de solos (SORIANO, 2000). Estatisticas mostram que no Brasil, atividades
como: carga ¢ descarga de petroleo e derivados, operacdes de lavagem de tanques de navios,
tratamento de Oleo entre outras, contribuem com 90% da poluicdo por hidrocarbonetos de
petroleo. Acidentes com transportes contribuem com apenas 5 a 10% da poluicdo, porém a sua
ocorréncia ¢ muito mais danosa ao meio ambiente, caso ndo seja controlada rapidamente
(VITAL, 1992; URURAHY, 1998; URURAHY et al, 1998). A gasolina ¢ constituida de uma

mistura de hidrocarbonetos volateis, cujos componentes maiores sdo cadeias ramificadas de
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parafinas, cicloparafinas e compostos aromaticos, incluindo constituintes como benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (denominados grupo BTXs), os quais representam os compostos mais
soltveis e mais moveis encontrados na gasolina (POUSEN et al, 1992). Em um derramamento de
gasolina, uma das principais preocupagdes ¢ a contaminacao de aqiiiferos que sejam usados como
fonte de abastecimento de dgua para consumo humano, pois provocam danos a saude devido a
toxicidade.

De acordo com dados da organizagdo Conservation International, estima-se que existam
no Brasil cerca de 136 mil espécies de bactérias (13,6 % do total mundial) (LEWINSHON &
PRADO, 2000), e com base na informagcdo de que microrganismos podem degradar
hidrocarbonetos, realizam-se cada vez mais estudos que visam o desenvolvimento de tecnologias
que se utilizam dos mesmos para descontaminagdo de areas ambientais afetadas. E devido a
elevada diversidade de compostos presentes no petroleo, estudos de biorremediagdao de ambientes
contaminados por este material e seus derivados, tornam-se necessarios, visto que se pode
encontrar residuos de facil e dificil biodegradacao (OLIVEIRA, 2001).

A biorremediagdo pode ser definida como um conjunto de tecnologias que se baseia em
processos microbiologicos para converter poluentes ambientais em produtos ndo tdxicos tais
como dioxido de carbono, agua e sais inorganicos simples (BERNOTH et al, 2000). Algumas
destas tecnologias de tratamento sdo aplicadas in-situ, isto é, no proprio local onde ocorreu a
contaminacdo (impacto), onde os solos contaminados ndao sdao removidos ou as aguas
subterraneas contaminadas ndo sdo bombeadas para o tratamento na superficie. Outras
tecnologias requerem a remog¢ao do material contaminado de sua origem para um local adequado,
sendo tratado posteriormente. Estas tecnologias sdo denominadas ex-Situ (TRINDADE, 2002).
Algumas técnicas de biorremediacdo podem ser utilizadas em todas as tecnologias, visando a
otimizagdo do processo de degradagdo dos poluentes pelos microrganismos. Dentre estas se
destacam: bioestimulo (que proporciona aumento da atividade microbiana nativa através da
adigdo de nutrientes ou modificacdo das condigdes fisico-quimicas do ambiente); bioaumento
(aumento da populagdo microbiana através da adicdo de microrganismos exdgenos, ou mesmo
através da adicdo de microrganismos nativos do proprio solo impactado crescidos em laboratorio
e introduzidos no solo); adi¢do de surfactantes, que auxilia a metabolizacdo dos compostos
poluentes ou ainda a adigdo de enzimas comerciais, que favorecem a oxidagcdo de moléculas de
dificil degradacdo em moléculas de facil assimilagdo pelos microrganismos. Os hidrocarbonetos

de petroleo, por serem poluentes hidrofobicos tendem a ficarem sorvidos na matriz do solo,
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diminuindo assim sua disponibilidade aos microrganismos e, conseqiientemente, limitando sua

biodegradagao.

1.1 JUSTIFICATIVA

O estado de Rondonia vem passando por grandes transformagdes na area industrial. As
atividades relacionadas com a ciéncia, tecnologia e o meio ambiente, geralmente, ndo apresentam
retornos imediatos e visiveis para a sociedade, mas quando ndo exercidas, acarretam grandes
transtornos.

Tendo em vista a biodiversidade Amazonica, e seus recursos hidricos inestimaveis, é de
extrema importancia estudos envolvendo o monitoramento ambiental, entretanto, sdo necessarias
também medidas de tratamento e recuperacao de areas poluidas.

Devido a instalagdo de grandes investimentos na regido, como as Usinas do Madeira, a
demanda por combustivel na regido tende a aumentar. Segundo dados da ANP (2008) as vendas
de combustiveis vem aumentando nos ultimos cinco anos. Por isto, o presente estudo investigou a
potencialidade de microrganismos autdctones em biodegradar derivados de petroleo, visando o
uso destes em processos tecnologicos de biodegradacdo. Deixando bem claro que a
biodegradagdo pode vir a ser uma maneira de amenizar a contaminagao de solos e corpos d’agua,

sendo entdo um ponto positivo para regido.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O PETROLEO E SEUS DERIVADOS

O petroleo ¢ uma complexa mistura de milhares de compostos orgéanicos formados a partir
de uma variedade imensa de matéria organica que foi transformada ao longo de milhdes de anos,
sob diferentes condigdes geoldgicas. O dleo cru contém primariamente carbono e hidrogénio,
formando uma infinidade de hidrocarbonetos desde os mais leves até os mais pesados, mas
também pode conter pequenas quantidades de enxofre, oxigénio, nitrogénio e alguns metais,
como niquel, vanadio e ferro. A natureza variavel destes fatores resulta em diferengas quimicas
bem distintas entre os 6leos. Os produtos refinados sdo fragdes derivadas da destilagdo do 6leo
cru. Por causa destas diferengas na composi¢ao do o6leo, os produtos refinados também diferem
em suas composigdes quimicas. Entdo, todo o 6leo cru e derivados tém composigdes quimicas
que diferem de um para o outro, e esta variabilidade na composi¢do quimica resulta num perfil
unico para cada dleo e providencia a base para a identificagdo de fontes de contaminagao de 6leo
derramado (WANG et al, 1999).

Os estudos a respeito do impacto ambiental ndo ¢ tarefa simples, pois estes compostos
podem ser introduzidos no ambiente através de outras fontes, como por exemplos descargas
industriais e urbanas, deposi¢cdo atmosférica, processos diamagnéticos naturais (RIBEIRO, 2001).
Existem mais de 60.000 compostos quimicos em producao atualmente. Destes, cerca de 500 sao
de interesse ambiental, devido a toxidez, tendéncia a bioacumulagdo e persisténcia no meio

ambiente (MACKAY et al, 1998).

Tabela 1. Composigao do Petréleo. (Adaptado de BARKER & HERSON, 1994).

Produto (fracdo destilada) Principais
Gas Alcanos de cadeia normal ou ramificada,
com um a cinco atomos de carbono. Ex.
etano, propano, butano.

Gasolina Hidrocarbonetos de cadeia normal ou
ramificada, com 6 e 10 atomos de
carbono. Ciclanos e alquibenzenos estao
presentes
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Querosene/ 6leo Diesel n. 1 Hidrocarbonetos de cadeia normal ou
ramificados, ciclo-alcanos, aromaticos e
misturas de ciclanos com aromaticos.
Baixos niveis de benzeno. Poucos
poliaromaticos.

Oleo Diesel Leve Hidrocarbonetos com 12 a 18 atomos de
carbonos. N-alcanos maior que o do
querosene.  Ciclanos e  olefinas

aromaticas.

Oleo Diesel pesado Hidrocarbonetos com 18 a 25 atomos de
carbono.

Lubrificantes Hidrocarbonetos com 26 a 28 atomos de
carbono.

Asfalticos Compostos policiclicos pesados

2.1.1 A gasolina e o 6leo diesel

A gasolina ¢ um combustivel derivado de petroleo produzido na faixa de destilacdo que
varia de 30 a 220° C, formada por uma mistura de diversos tipos de hidrocarbonetos: parafinicos,
naftalénicos, aromaticos e mistos, com 4 a 10 atomos de carbono. No total a gasolina pode
apresentar mais de 230 compostos (CUNHA, 1996; MORAIS & TAUK-TORNISIELO, 2004).

No Brasil, ¢ utilizada uma gasolina diferenciada, pois se trata de uma mistura de 75% de
gasolina e 25% de 4lcool etilico (etanol). O teor de alcool na gasolina ¢ especificado pela
Agéncia Nacional de Petroleo — ANP, e ¢ objetivo de lei federal.

A solubilidade efetiva de um composto organico presente na gasolina, pode ser
estimada a partir da solubilidade do composto puro e sua fracdo molar na gasolina. A
solubilidade na gasolina aumenta se 0 composto organico conter oxigénio, como o alcool e o éter.
Quando a gasolina entra em contato com a agua, o alcool existente neste combustivel,
completamente miscivel em 4gua, ird migrar para a 4agua subterrdnea (CORSEUIL &
FERNANDEZ, 1999). Portanto, uma alta concentracdo de etanol na agua pode facilitar a
transferéncia dos BTXs presentes na gasolina para a fase aquosa, aumentando a solubilidade dos
hidrocarbonetos aromaticos na agua subterranea, num processo chamado de “efeito de co-

solvéncia” (BANERJEE & YALKOWSKY, 1988).
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O oleo diesel contem de 2000 a 4000 hidrocarbonetos que compdem uma mistura de
compostos de cadeias lineares e ramificadas, cicloalcanos e compostos aromaticos obtidos da
destilacao da fragdo média do petréleo (GALLEGO et al, 2001). Alguns desses compostos podem
ser usados como indicadores na avaliagao da intemperizagao do 6leo diesel. Mudangas na razao
das concentragdes de hidrocarbonetos como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTXs) sao
devidas principalmente a processos de evaporagdo e dissolucdo. Estes compostos sdao
caracterizados pela alta pressdo de vapor e relativa solubilidade em agua. Benzeno e tolueno
dissolvem preferencialmente na dgua subterrdnea quando comparados com o etilbenzeno e os
xilenos, os quais tém menor solubilidade e sdo mais recalcitrantes a biodegradacao (KAPLAN et
al, 1997).

A figura 1 apresenta a classificacdo dos hidrocarbonetos segundo POTTER &
SIMMONS, (1998).

| HIDROCARBONETOS |

|
Alifati c:los | Aromaticos | |

| Monoaromaticos |

| Alcanos | | Alcenos | | Alcinos | |

Diaromaticos |

Cicloalcanos Hidrocarbonetos aromaticos polinucleares

(HPA)

Figura 1. Classificac¢ao dos hidrocarbonetos (adaptado de Potter & Simmons, 1998).

A mobilidade da gasolina na agua e no solo ¢ influenciada pelas propriedades fisico-
quimicas dos hidrocarbonetos presentes, dentre as quais as mais importantes sdo a solubilidade, a
pressdao de vapor, a densidade, a viscosidade dinamica e o coeficiente de parti¢ao octanol-agua
(Miller, 2001; apud TROVAO, 2006). O coeficiente de parti¢io octanol-dgua é definido como a
razao concentragdo de um composto organico dissolvido entre o octanol e a dgua, equilibrio e
descreve a tendéncia de partigdo de um composto entre a fase orgénica e a fase aquosa. Quanto
maior esta razdo, maior serd a hidrofobicidade do composto. Na tabela 2 estdo apresentadas

algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos BTXs.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos compostos BTXs.

Composto Formula Massa  Densidade Solubilidade Pressdo  Constante  Coeficiente
molecular  Molar (g.cm™) emaguaa devapor de Henry de particdo
(g.mol™) 25°C (atm)  Ky(10%)(atm octanol/agua
(mgL™) m’ mol™) Log Kew
(25°C)
Benzeno C¢Hs 78,10 0,880 1780 0,1250 5,5 2,13
Tolueno C;Hqg 92,10 0,867 515 0,0370 6,6 2,69
Etilbenzeno CsHjo 106,20 0,867 152 0,0125 8,7 3,13
p-xileno CsHjo 106,20 0,860 198 0,00895 5,0 3,15
m-xileno CsHyy 106,20 0,864 187 0,00803 5,0 3,20
o-xileno CsHyo 106,20 0,880 175 0,00697 4,0 3,12

FONTE: Adaptado de KAIPPER (2003).

Como dito anteriormente, os derramamentos acidentais de combustiveis em postos de
revenda esta entre as mais freqiientes das formas de contaminag¢do ambiental por derivados de

petroleo como diesel e gasolina.

A figura 2 apresenta os fendmenos que ocorrem durante um vazamento de tanques de

armazenamento de combustiveis.

p Tanque de
—Poco Difusdo Armazenimento —f»
subterrineo

I Biodegradacao
Volatilizacao 4 v

Agua
A
‘subterranea

| Combustivel

Figura 2. Vazamento de um tanque de armazenamento de combustivel (Adaptado de KAIPPER,
2003).



Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) em 2005
existiam no Brasil 13 refinarias, 24 terminais maritimos, 27 terminais terrestres, 165
distribuidoras, 551 bases de distribuigdo, 35.585 postos de combustiveis cadastrados e uma
producao de aproximadamente 1,75 milhdo de barris de petroleo por dia (ANP, 2006). A relagao
quantidade dos postos de combustiveis cadastrados presentes nas regides e estados brasileiros,

segundo o anuario estatistico da ANP (2006) estdao apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Relagdo da quantidade de postos de combustiveis por regides brasileiras.

Regides Quantidade de Regides Quantidade de
estados postos estados postos
[Norte 2047 ] Nordeste 6963
Acre 103 Alagoas 391
Amapa 85 Bahia 1744
Amazonas 391 Ceara 1040
Para 724 Maranhéo 635
[Rondénia 373] Paraiba 613
Roraima 85 Pernambuco 1235
Tocantins 286 Piaui 579
Sul 7352 Rio Grande do Norte 512
Parana 2671 Sergipe 214
Santa Catarina 1878 Sudeste 15999
Rio Grande do Sul 2803 Espirito Santo 633
Centro-Oeste 3224 Minas Gerais 4335
Distrito Federal 317 Rio de Janeiro 2185
Goias 1385 Séo Paulo 8846
Mato Grosso 921
Mato Grosso do Sul 601 Total de postos 35585

FONTE: (ANP, 2006).

Observa-se que a regido Norte, segundo o anuario estatistico da ANP (2006), apresenta
2047 postos de combustiveis, na qual o Estado de Rondonia apresenta 373 postos perdendo
apenas para os Estados do Pard e Amazonas.

Segundo dados da ANP (2008) as vendas de gasolina comum no Estado de Ronddnia
apresentou um salto de 136.073 m’ em 2000 para 192.11 Im’ em 2007, se formos comparar com

os dados de até setembro de 2008 as vendas corresponde a 154.103 m’.



2.2 PROCESSOS DE DESCONTAMINACAO AMBIENTAL - BIODEGRADAGAO

Nos tempos atuais, a técnica de biodegradagdo voltada para biorremediacdo tornou-se
uma alternativa promissora para o tratamento de areas ambientais contaminadas por derivados de
petréleo e outras contaminagdes quimicas. A biorremediagdo ¢ um processo de tratamento com
microrganismos que transformam substancias toxicas em substidncias menos toxicas ou nao-
toxicas. Poluentes toxicos, sobretudo compostos organicos, podem ser degradados pelos
microrganismos e ocorrer redugdo significativa das concentragdes dos contaminantes, no solo e
na agua, eliminando-se riscos a saide humana e ao meio ambiente (CORSEUIL & ALVAREZ,
1996).

Acidentes por derramamento de derivados de petrdleo decorrentes vazamentos em
tanques subterraneos de combustiveis € a causa mais comum de contaminacdo de aguas
subterraneas (KAO et al, 2001). A biorremediagdo ¢ uma técnica que vem alcancando
importancia mundial, uma vez que o aumento da atividade industrial esta degradando, cada vez
mais, os ecossistemas naturais. O emprego de microrganismos no tratamento de rejeitos
potencialmente toxicos, incluindo hidrocarbonetos de petréleo, ¢ uma pratica habitual em alguns
paises desenvolvidos. Os sistemas bioldgicos, geralmente, utilizados sdo microrganismos e
plantas. No entanto, a biodegradagdo com microrganismos ¢ a op¢ao mais freqiientemente
empregada, tendo em vista que quando comparada com processos quimicos e fisicos, ¢ uma
alternativa ecologicamente mais segura e eficiente para reduzir a poluicdo por contaminantes
organicos (MACEDO et al, 2002). Apesar dos resultados serem animadores as microbiotas e
microrganimos de outras regides podem nao responder da mesma forma quando inseridos em um
ambiente diferente do seu habitat.

As reagdes de degradagdo sdao reacdes de oxi-redugdo (redox), envolvendo a
transferéncia de elétron (oxidagdo - perda de elétron) de compostos organicos (contaminante)
para o aceptor de elétron (redugdo - ganho de elétron). Oxigénio € o aceptor para o metabolismo
aerdbico, enquanto nitrato (NO5"), fon férrico (Fe’") e sulfato (SO4>) servem como aceptores para
as alternativas para o metabolismo anaerdbico. Esta transferéncia de elétron libera energia que ¢
utilizada na alimentagdo e crescimento das células microbianas. A energia bioquimica associada
com a biodegradacdo alternativa pode ser representada pelo potencial redox dos aceptores

alternativos. O potencial redox mais positivo € o mais energeticamente favoravel a reacdo de
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degradacdo, porém deve-se levar em conta que organismos com metabolismo mais eficiente para

crescer dominam sob os menos eficientes (BORDEN et al, 1995).

2.2.1 Degradacao biotica

Quase todos os hidrocarbonetos do petroleo sao biodegradados sob condigdes aerdbias. O
oxigénio ¢ um cosubstrato para a enzima que pode inicializar o metabolismo do hidrocarboneto e
por fim € utilizado como aceptor final de elétrons para a geracao de energia (YOUNG, 1984;
BORDEN et al, 1995).

Em muitos casos, a maior limitagdo na biodegradacao aerobia em subsuperficie ¢ a baixa
solubilidade do oxigénio em agua. Por exemplo, a mineralizacdo aerébia do tolueno (C¢Hs-CH3)

¢ representada pela seguinte equacao:

C¢Hs-CH3+9 O, 2> 7 CO, +4 H,O (D)

A égua saturada com ar contém de 6 a 12 ppm de oxigénio dissolvido. Por exemplo, a
completa conversdo do tolueno (e muitos outros hidrocarbonetos) para CO, e H,O requer
aproximadamente 3 g de O, por grama de hidrocarboneto. Usando-se essa taxa, o O, presente na
agua pode resultar na biodegradagdo de 2 a 4 ppm de hidrocarboneto através de processo
estritamente aerdbio. Se a concentracao de hidrocarboneto for maior que essa, a biodegradagao
deve ser incompleta ou deve acontecer mais vagarosamente por processo anaerébio (BROWN et
al, 1994). A extensao da biodegradacao aerdbia ¢ controlada pela quantidade de contaminantes, a
taxa de transferéncia de oxigénio para a subsuperficie e o conteudo original de oxigénio no
aquifero (BORDEN, 1994). Os tempos de meia vida, por exemplo, do tolueno, podem variar
entre 1 e 20 dias, dependendo da concentragdo microbioldgica ativa (ALVAREZ et al, 1991;
CHEN et al, 1992; CHIANG et al, 1989; WEBER e CORSEUIL, 1994), chegando a valores fora
dessa faixa se também ocorrerem limitagdes de transferéncia de massa (CORSEUIL e
ALVAREZ, 1996).

A facilidade de biodegradagao dependera do tipo de hidrocarboneto. Os hidrocarbonetos
de peso molecular baixo ou moderado (Cjo a C,4, anel aromatico simples) parecem ser facilmente
degradaveis (ATLAS, 1988). Com aumento do peso molecular aumenta a resisténcia a

biodegradagdo. Gasolina contém basicamente compostos com peso molecular baixo a moderado,
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ao contrario do diesel que contém diversos compostos de alto peso molecular (BORDEN et al,
1995). A maioria dos compostos da gasolina ¢ biodegradavel em misturas de populagdo
microbiana, fato comprovado em testes realizados com amostras de aqiiiferos contaminados por
gasolina (RIDGEWAY et al, 1990). Os autores observaram que muitos dos componentes
individuais da gasolina ndo forneciam o suporte necessario para o crescimento microbiano como
unica fonte de carbono, mas quando uma mistura de substratos de gasolina dissolvida em agua foi
utilizada estes compostos foram degradados. Isto sugere que misturas de populagdes microbianas

possam ser necessarias para degradagdo completa.

2.2.2 Acessibilidade dos poluentes aos microrganismos

Uma limitacdo comum do processo de degradacdo natural ¢ a falta de contato adequado
entre o poluente e os microrganismos. Os poluentes devem estar acessiveis nos seguintes
aspectos: fisico-quimicos, estruturais e bioquimicos. Para os BTXs, em particular, estes pré-
requisitos sdo satisfeitos, uma vez que podem ser dessorvidos de solidos do aqiiifero para
evidenciar a biodisponibildade, ndo conter atomos grandes como o cloro e ser capazes de
atravessar a membrana celular. No entanto, o efeito de co-solvéncia devido ao etanol afetard a
biodisponibilidade dos BTXs na pluma de hidrocarbonetos retardando este contato (CORSEUIL
et al, 1996).

2.2.3 Inducéo apropriada das enzimas biodegradativas

Este processo envolve a ativacdo especifica da regido do genoma das bactérias. Quando
alguns poluentes estdo presentes, estes iniciam a cascata de reagdes bioquimicas que resultam na
transcricdo de codigos genéticos necessarios para a sintese de enzimas degradativas. Para que a
reacdo de degradacdo dos derivados de petroleo tenha inicio, muitas enzimas requerem que a
substancia indutora, como por exemplo, o tolueno, deva estar presente em concentragao maior do
que o minimo necessario para a indu¢ao (LINKIFIELD, 1989). De forma geral, esta concentragao
¢ baixa ¢ a inducdo da enzima raramente ¢ um fator limitante na biorremedia¢do dos derivados
(CHAPELLE, 1993).

A presenca de substratos que sdo facilmente degradados pode exercer efeito inibidor
(utilizagao preferencial de substrato) o qual retardaria a inducao das enzimas em degradar BTXSs.

No Brasil, isto ¢ um fator importante, pois a gasolina contém 25% de etanol, um substrato
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facilmente degradado. Neste caso, um retardo no periodo pode ser observado durante o qual o
etanol ¢ degradado sem que haja nenhuma degradacao significativa de BTXs (CORSEUIL et al,
1996).

A degradagdo de hidrocarbonetos é codificada pelo plasmidio OCT em Pseudomonas
putida Gpol que ocorre a partir da ligagdo com a monoxigenase do exterior da membrana,
redutase rubredoxina serve para auxiliar a transferéncia de elétrons através do NADH para a
hidroxilase que converte o alcano em alcool. O alcool pode ser oxidado para aldeido e acido
graxos antes de entra no ciclo de Krebs (acido tricarboxilico). O modelo para o metabolismo de
alcanos, incluindo a localizagdao das proteinas Alk e os genes reguladores alk, ¢ mostrado na
figura 3. O operon alkBFGHJKL que codifica as enzimas necessarias para converter os alcanos
em acetil-coenzima A (CoA), enquanto o alkST codifica a redutase rubredoxina (AIkT) e o
regulador positivo para o operon alkBFGHIKL (Alks) (HAMME et al, 2003).

A figura 3 apresenta um esquema da degradacdo de alcanos por bactérias gran-negativas,
mostrando a localizagdo e funcdo dos genes Alk e seus produtos. Os produtos incluem AlkB
(alcano hidroxilase), AIkF e AlkG (rubredoxinas), AlkH (aldeido desidrogenase), AklJ (alcool
desidrogenase), AIkK (acil-Coa sintetase), AlkL (proteina da membrana exterior envolvida na
captura do hidrocarboneto), AIkN (proteina metil-aceptora envolvida na quimiotaxi) AIlkT
(rubredoxina redutase), e AlkS (regulador positivo do operon alkBFGHIJKL e do genes alkST)
(Adaptado de HAMME et al, 2003).
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Figura 3. Esquema da degradagdo de alcanos por bactérias gran-negativas, mostrando a

localizagdo e funcao dos genes Alk e seus produtos (Adaptado de HAMME et al, 2003).

2.2.4 Disponibilidade de nutrientes inorganicos

Microrganismos necessitam de macronutrientes para sintetizar componentes celulares
como nitrogénio para aminoacidos e enzimas, fosforo para ATP e DNA, enxofre para algumas
coenzimas, calcio para estabilizar as paredes celulares e magnésio para estabilizar ribossomos. A
razdo C:N:P de 100:5:1 ¢ geralmente suficiente para assegurar o crescimento irrestrito dos
microrganismos em aqiiiferos (PAUL & CLARK, 1989). Mas também necessitam de
micronutrientes para realizar certas fungdes metabolicas. Por exemplo, metais trago como Fe, Ni,
Co, Mo e Zn s3o necessarios para algumas atividades enzimaticas. Em geral, aqiiiferos minerais

contém nutrientes suficientes para assegurar a atividade microbiana. Contudo, andlises
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geoquimicas e avaliagdes de biodegradagdo em laboratério devem ser realizadas para verificar se

a presenga de nutrientes inorganicos ¢ suficiente para o sucesso da biorremediagdo natural.

2.2.5 Condigdes fisico-quimicas envolvidas no processo de biodegradacao

e pH adequado

Enzimas sdo polimeros de aminoécidos, e a sua atividade requer o grau correto de
protonacao do aminoacido, o que € controlado pelo pH. O pH 6timo da agua subterranea ¢
usualmente proximo do valor neutro, que ¢ de 7,0, mas muitos microrganismos presentes nos
aqiiiferos podem ser ativos no intervalo de pH entre 5,0 ¢ 9,0. A dgua subterranea é quase sempre
tamponada dentro deste intervalo. No entanto, aqiliiferos contaminados por rejeitos municipais
(esgoto, dejetos industriais, etc) podem conter elevada concentracao de acido organico € com isto
o pH ser reduzido a 3,0 ou menos. Nestes casos, o pH pode representar um problema ambiental

para as bactérias endogenas (CORSEUIL et al, 1996).

e Temperatura adequada

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes a atividade e a sobrevivéncia
dos microrganismos. Temperaturas baixas reduzem a fluidez e a permeabilidade da membrana
celular, o que dificulta a penetracdo dos nutrientes e contaminantes. Temperaturas altas estdo
associadas a alta atividade enzimatica e rapida razdes de biodegradacao (CORSEUIL & WEBER,
1994). Se a elevagdo da temperatura ¢ muito além do valor 6timo, proteinas, enzimas e acidos
nucléicos comegam a se desnaturar e tornar-se inativos. A temperatura das aguas subterraneas no

Brasil varia entre 20 e 25° C, sendo um intervalo muito favoravel para a biorremediagao natural.

e Potencial redox

Na biodegradacao aerdbia, a presenca de oxigénio ¢ fundamental, uma vez que as etapas
iniciais do catabolismo envolvem a oxidagdo dos substratos por oxigenases. O teor de oxigénio e
o potencial redox relacionado determinam a presenca de diferentes tipos de microrganismos,
aerobios ou anaerobios. A decomposicao anaerobica de hidrocarbonetos ocorre muito lentamente

(ROSATO, 1997).



2.2.6 Aspectos bioquimicos da biodegradacao de hidrocarbonetos

De acordo com Briton (1984), algumas generalidades podem ser feitas acerca do processo

de biodegradagao de hidrocarbonetos, como as que seguem:

e  Hidrocarbonetos alifaticos sdo geralmente mais facilmente biodegradados que os

aromaticos;

e  Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia normal sdo mais faceis de serem biodegradados
que os de cadeia ramificada. A introdug¢dao de uma ramificagdo em uma molécula de um

hidrocarboneto diminuira sua degradabilidade;

e  Hidrocarbonetos saturados sdo mais susceptiveis a degradacdo que os insaturados. A

presenca de dupla ou tripla ligagao C-C dificulta a biodegradacao;

e  Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa sdo mais facilmente degradados que os de
cadeia curta. Hidrocarbonetos com menos de nove atomos de carbono sdo mais dificeis
de serem degradados devido a sua toxicidade para os microrganismos. Muitos
microrganismos especializados (ex: metanotroficos) podem degradar esses
hidrocarbonetos e o comprimento de cadeia 6timo para a biodegradacao parece ser de

dez a vinte 4&tomos de carbono (BRITON, 1984).

Os alcanos de cadeia normal sdo degradados primeiramente por oxidagdo do grupo metil
terminal, seguido de uma clivagem da molécula na regido entre o segundo e o terceiro atomo de
carbono da cadeia (B-clivagem). Outras vias como a oxidagdo na regido sub-terminal pela
metanooxigenase encontrada em Pseudomonas methanica, também tem sido documentada
(BRITON, 1984). A reagdo inicial na degradacdo do grupo metil envolve a adi¢do direta do
oxigénio ao carbono terminal do hidrocarboneto. Esta rea¢do ¢ mediada por uma classe de
enzimas chamadas oxigenases. A adigdo de oxigénio ao carbono primario promove a formagao
de um alcool primario, que ¢ oxidado a aldeido e finalmente transformado a acido graxo. Um

fragmento longo de dois carbonos terminais ¢ clivado produzindo o acetil-CoA, que entra na via
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metabodlica do clico de Krebs. Uma repetigdo seqiiencial destas reagdes resulta na completa
oxidagdo da molécula de hidrocarboneto. Ja os alcoois subterminais sdo oxidados a cetonas,
posteriormente a ésteres e esses, em seguida, sao hidrolizados por esterases, gerando acidos e
alcoois que sao metabolizados. Na figura 4, observa-se a seqiliéncia de reagdes proposta como via
de degradagdo de alcanos (BEILEN et al, 2003).

A presenga de ramificagdes na molécula de alcano dificulta a B-clivagem e torna a
molécula de dificil biodegradacdo. O pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) por exemplo, ¢
extremamente resistente a biodegradagdo devido as suas ramificagdes (RONTANI & GIUSTI,
1996).

A oxidagdo dos hidrocarbonetos alifaticos insaturados ndo ocorre da mesma forma que a
dos alcanos. Muitos estudos de degradagdo de alcenos tém focalizado moléculas que contem
dupla ligagdo no carbono terminal. Esta posi¢ao permite varios mecanismos de ataque e diversas
maneiras de degradacdo de alcenos tém sido observadas (SEEGER et al,1997).

Hidrocarbonetos aromaticos como o benzeno, tolueno etilbenzeno e xilenos sdo
encontrados, predominantemente, nas fragdes leves do petréleo, como a gasolina, muito embora
possam também estar presentes em quantidades em forma de tragos, em diversas fragdes pesadas.
A degradacdo aerdbica de aromaticos por bactérias foi demostrada pela primeira vez em meados
de 1900 (ALEXANDER, 1994). H4 um numero elevado de vias metabdlicas na degradaciao de

aromaticos.
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Figura 4. Vias metabolicas de degradagdo de n-alcanos (BEILEN et al, 2003).

O benzeno ¢ degradado primeiro pela conversdo em catecol ou em protocatecolato. O
nucleo aromatico nesses compostos € subseqiientemente aberto por uma dessas duas vias: a
ortoclivagem (via do 3-oxodipato) ou pela metaclivagem. A ortoclivagem envolve a clivagem de
catecol ou protocatecolato entre os dois grupos hidroxil. Este processo leva a formacao dos
respectivos compostos: muconato € mucolactona, os quais sdo também metabolizados a 4-
oxadipato, enol-lactona e depois ao 3-oxiadipato (beta-cetoadipato). O metabolismo procede a
formacao do acetil-CoA e succinato. Na metaclivagem, por outro lado, a clivagem inicial do anel,
ocorre adjacente ao grupo hidroxil, formando o semi-aldeido 2-hidroxil-mucénico, como produto
inicial da clivagem do anel. Subseqiientemente a orto e metaclivagem do anel aromatico procede
a formagdo de piruvato, formiato, e acetaldeido, que vao alimentar o ciclo de Krebs. Na figura 5,

mostra a seqliéncia de reagdes para a formacdo do catecol e protocatecolato, proveniente da
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degradacdo de e de HPA’s (antraceno, fenantreno e naftaleno), e na figura 6 estdo apresentados
os esquemas das reacdes de orto e metaclivagem do anel aromatico (SEEGER et al,1997;

BARKER & HERSON, 1994).
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Figura 5. Degradacdo inicial do benzeno: (a) Formagdo do catecol e (b) Formagdo do

protocatecolato (SEEGER et al,1997).
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2.3 TOXICOLOGIA DOS COMPOSTOS BTXs

Como dito anteriormente dentre os hidrocarbonetos derivados de petroleo os compostos
benzeno, tolueno e os isomeros do xileno, incluindo o etilbenzeno, sdo os mais toxicos, mais
soltiveis e de mais dificil degradacdo, devido também, a sua alta estabilidade de seus anéis com
duplas ligagdes conjugadas (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996; BARKER & HERSON, 1994).

Estudos com animais € com o homem demonstraram a rapida absor¢ao dos compostos
BTXs pela via pulmonar, com indices de retengcdo para o homem entre 30 a 80%. Os BTXs
sofrem modificagdes dentro do organismo, ou seja, 0 organismo apresenta um conjunto de
reagOes catalisadas por enzimas, conhecido como biotransformagao, responsavel pela conversao
das substancias lipossoluveis em hidrossoluveis, facilitando, assim, sua eliminagdo. A
biotransformagdao destes compostos pode resultar tanto em produtos menos toxicos que o
precursor, como em produtos responsaveis pela agdo téxica como os intermedidrios da
biotransformagao do benzeno (PEDROZO et al, 2002).

O benzeno ¢ toxico quando introduzido no organismo por qualquer via, porém, a
intoxicacdo comumente ocorre por inalacdo dos vapores, seguida pelas vias: oral e dérmica.
Estudos ao longo dos anos evidenciaram que o benzeno ¢ um composto carcinogénico tanto para
humanos como para animais. Os mecanismos de agdo toxica do benzeno ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, embora haja fortes evidéncias que relacionem seus efeitos a sua
biotransformagdo, com a formacao dos seus principais metabolitos: fenol, catecol, muconaldeido
e hidroquinona. Muitas pesquisas laboratoriais com animais e estudos epidemioldgicos em
humanos mostraram a relagdo causal entre a exposi¢do ao benzeno e a ocorréncia de doencas
como a leucemia linfoide, leucemia mielomonocitica, neoplasmas hematologicos, desordens
sanguineas, como a pré-leucemia e anemia apatica. Além destas doengas, experimentos com
animais comprovaram o aumento do risco de tumores em multiplas espécies, em multiplos 6rgdos
(figado, estobmago, pulmoes, ovarios, ¢ glandulas mamarias), desordens mentais, psiconeuroticas
e de personalidade. E provavel que estas respostas ocorram devido a intera¢des dos produtos
metabolicos do benzeno com o DNA. Observa-se também, ligeiros transtornos digestivos e, no
caso das mulheres, existem transtornos da menstruacdo. Uma exposi¢ao aguda por inalagdo ou
ingestdo pode causar at¢ mesmo a morte de uma pessoa. (PEDROZO et al, 2002; MENDES,
1993; TIBURTIUS et al, 2004; MELLO et al, 2006; ).
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O tolueno ¢ um contaminante ambiental comum, encontrado em muitos locais de despejo
de residuos. Este ¢ um depressor do sistema nervoso central e, mesmo em baixas concentragoes,
produz fadiga, fraqueza e confusdo mental. A exposi¢ao pode irritar os olhos, nariz e garganta. A
ingestdo pode causar irritagdo da boca e faringe, vOmitos, dores abdominais e diarréia.
Secundariamente aos vOomitos podem ocorrer manifestagdes de tosse, sufocagdo, broncoespasmo
e cianose. Na inalagdo de seus vapores observa-se: estado de euforia, instabilidade emocional,
incoordenacdo muscular, cefaléia, vertigens, nauseas e vOmitos. Apds esta fase inicial o
intoxicado apresenta uma irritabilidade acentuada, cefaléia, nauseas e astenia. A exposi¢ao
prolongada pode causar ressecamento e rachadura da pele, perda de apetite, ndusea e danos aos
rins e figado, podendo causar danos ao cérebro (PEDROZO et al, 2002; TIBURTIUS et al, 2004).

A exposicdo ao xileno resulta no aparecimento de cefaléia, transtornos da visdo,
diminuicdo da coordenagdo, irritagdo no nariz e garganta; também pode causar dores de cabega,
nauseas e vomitos, além do cansago e danos ao estdmago. Os riscos a satde por efeitos agudos
podem ocorrer imediatamente ou pouco tempo apds a exposicdo a xilenos. Nas exposigoes
crOnicas 0s sinais e sintomas mais importantes compreendem anemia moderada, cefaléia,
anorexia, estado de fadiga, nduseas e hemorragia na mucosa nasal. Altos niveis podem causar
tonteiras, delirios, desmaios e até a morte (PEDROZO et al, 2002; TIBURTIUS et al, 2004).

Os riscos a saude, devido a exposi¢do aguda a etilbenzeno, sdo tonteiras, delirios, dores de
cabeca e vomito, convulsdes, coma e/ou morte. Também pode irritar os olhos, nariz e garganta.
Os efeitos podem ocorrer algum tempo apds a exposi¢do ao etilbenzeno e podem permanecer por
meses ou anos. A exposicao repetida pode causar riscos a vida (PEDROZO et al, 2002).

Com o objetivo de controlar a emissdo de efluentes altamente contaminados nos corpos de
agua, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece critérios de langamento de
efluentes de qualquer fonte poluidora em corpos d’agua receptores. Estes padroes de lancamento
sdo definidos pela RESOLUCAO N° 357, de 17 de margo de 2005 (CONAMA, 2005). Na tabela
4 sdo apresentados os padrdes de lancamento dos compostos BTXs presentes em efluentes

liquidos desta Resolugao.
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Tabela 4. Padrdes de langamento para os compostos BTXs (CONAMA, 2005).

Valor Maximo em aguas Valor Maximo em aguas
Composto

doces Salobras
Benzeno 0,005 mg/L 0.700 mg/L
Tolueno 0,002 mg/L 0,215 mg/L
Etilbenzeno 0,090 mg/L 0,025 mg/L
Xilenos 0,300 mg/L -

2.4 MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBONETOS

Os microrganismos sdo os principais agentes responsaveis pela ciclagem do carbono na
natureza. Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autdctone de microrganismos capazes
de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbonoclésticos) (KATAOKA, 2001).

Os primeiros estudos da utilizagdo de hidrocarbonetos por microrganismos foram
realizados por Sohnger e Kaserer em 1906 (BUSHNELL & HAAS, 1941). Em 1913, Sohnger
relatou que gasolina, querosene, parafina e 6leo de parafina poderiam ser oxidados a CO,, agua e
tracos de 4cidos organicos por microrganismos. Os microrganismos estudados pertenciam
principalmente aos géneros Mycobacterium e Pseudomonas.

A habilidade em degradar hidrocarbonetos ndo ¢ restrita a apenas alguns géneros de
microrganismos, pois, varios grupos de bactérias, fungos e actinomicetos tém mostrado possuir
essa capacidade (KATAOKA, 2001).

Gutnick & Rosenberg (1977) postularam 3 caracteristicas essenciais para a utilizacdo de

hidrocarbonetos pelos microrganismos:
. Um sistema eficiente de absor¢cdo de hidrocarbonetos com sitios especiais de ligagao
e/ou producdo de substancias emulsificantes para o transporte do hidrocarboneto ao

interior da célula;

. Enzimas oxigenases especificas;
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. Especificidade induzida — resposta positiva do organismo ao hidrocarboneto.

Deste modo, os varios meios que os microrganismos tém desenvolvido a fim de
solucionar estes trés problemas provavelmente contribuem para o fato de mais de 200 espécies
diferentes terem sido descritas com capacidade de utilizagdo de hidrocarbonetos (KATAOKA,
2001).

Leahy & Colwell (1990) citam os seguintes géneros de bactérias como os mais
importantes: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Nocardia e Pseudomonas. Kadri et al (1986), Shamshoom et al (1990), Sorkhoh et al (1990), Al-
hadhrami et al (1995), estudando a distribuicdo de bactérias que degradam hidrocarbonetos,
identificaram: Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., Escherichia coli, Flavobacterium
sp., Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus, Moraxella phenylpiruvica, Nocardia sp.,
Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio
sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp., Vibrio fisheri e Xanthomonas maltophilia.

Venkateswaram & Harayama (1995), através do enriquecimento de culturas, isolaram
uma populagdo bacteriana capaz de degradar petrdleo bruto, verificando que 28-51% da fracdo
saturada e 0-18% da fracdo aromatica presentes foram biodegradadas por uma cultura mista.
Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentou melhor
degradagido do que quando estavam consorciadas. As espécies isoladas foram Acinetobacter sp.,
Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp. , Sphingobacterium sp. e
Ochrobactrum sp..

Em uma cultura mista, o produto metabolico pode ser degradado por uma outra espécie e
o ataque de outros microrganismos pode levar a uma completa degradacdo do produto, mesmo
que dentro da comunidade ndo exista um microrganismo capaz de degrada-lo totalmente
(KATAOKA, 2001).

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais importante ¢ que a capacidade biodegradativa de
uma comunidade ¢ muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resisténcia da
comunidade a substancias toxicas pode ser muito maior porque ha uma maior probabilidade de

que um organismo que possa detoxifica-las esteja presente, e finalmente, o fato de que a
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mineralizacdo de compostos xenobioticos algumas vezes requer a unido da atividade de multiplas
enzimas (GRADY, 1985).

Estudos realizados por Morais & Tauk-tornisielo (2004) com a bactéria Acinetobacter
Baumannii avaliaram seu potencial em biodegradar derivados de petroleo, através do seu
desempenho metabdlico na presenga de gasolina. O género Acinetobacter esta amplamente citado
na literatura como potencial assimilador de hidrocarbonetos derivados de petrdleo (LEHY &

COLWELL, 1990; CHAINEAU et al, 1999; GALLEGO et al, 2001).

2.5 METODOS DE AVALIACAO DA BIODEGRADACAO EM LABORATORIO

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremediagdo ¢ potencialmente util, ¢
importante verificar a biodegradacdo dos poluentes sob condi¢des controladas. Isto geralmente
ndo ¢ possivel de se obter in situ, assim, esta verificagdo deve ser obtida através de experimentos
laboratoriais, os quais demonstram o potencial que um determinado tratamento pode ter em
estimular a remogdo de xenobidticos de um local contaminado (BAILEY et al,1973).
Experimentos laboratoriais que mais se aproximam das condigdes reais do ambiente sdo
provavelmente os mais capazes de produzirem resultados relevantes (BERTRAND et al,1983).
Em muitos casos, isto envolve o uso de amostras coletadas no campo que contenham populagdes
microbianas autoctones. Em tais experimentos € importante incluir controles que possam
diferenciar fatores abioticos como a evaporagdo e a fotodegradagdo das taxas de biodegradacao.
Os experimentos nao excluem a necessidade de demonstragdes em campo, contudo sdo criticos
para se estabelecer a credibilidade cientifica de uma determinada estratégia de biorremediacao

(MARIANO, 2006).
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2.6 TECNICAS DE EXTRACAO: MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA, SPME

A etapa de preparagao em um processo analitico tipicamente consiste de um procedimento
de extracdo que resulta no isolamento e enriquecimento dos componentes de interesse da matriz
amostra. Uma extracdo, portanto, pode ser desenvolvida com diferentes graus de seletividade,
velocidade e conveniéncia e isto depende também de todas as aproximagdes e condigdes usadas
na organizagdo do processo de extracdo. Durante as ultimas décadas pesquisas tem sido
desenvolvidas com o objetivo de introducdo de novas tecnologias que levaram a redug@o do uso
de solventes, automatizagdo e miniaturizagao.

A figura 7 mostra as principais técnicas de extragdo e seus fundamentais principios de

cada aproximacao.

Técnicas de Extracao
| |
Fluxo Continuo (Equilibrio Em Batelada (Equilibrio Estado Fixo
e Pré-equilibrio) e Pré-equilibrio) Exaustivo e ndo exaustivo
— | |
| |
Purgee Trap Exaustivo Néo Exaustivo Membranas

SPE Soxhlet Headspace

Liquido-liquido SPME

Figura 7. Classificacdo das técnicas de extragao.

Em principio, exaustivas extragdes nao requerem calibragdes, porque ¢ assumido que a
maior parte dos analitos foi transferida para a fase de extragdo. Entretanto, na pratica para uma
confirmacdo satisfatoria do recobrimento sdo adicionados padrdes internos (Surrogates). Para
evitar exaustivas extragdes (técnica liquido-liquido) sdo substituidos por sorvente empacotados
em materiais suportes como seringas (técnica de SPE — Solid Phase Extraction). Neste caso, um

largo volume de amostras pode passar pela seringa (ou cartucho), sendo os analitos retidos no
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sorvente. Em dindmicas extragdes com solvente, por exemplo, em aparelho de Soxhlet, o solvente

continuamente remove o analito da matriz sélida (PAWLISZYN, 2003).

Figura 8. Determinador de gordura soxhlet modelo Te-004. Equipamento utilizado na extragdo,

por solventes de lipideos.

A técnica de Microextragdo em Fase Solida (SPME, do inglés Solid Phase
MicroExtraction), introduzida por Arthur ¢ Pawliszyn no inicio da década de 90 (CRYSTAL &
PAWLISZYN, 1990), ¢ um método de extracdao que dispensa o uso de solventes e combina a
extrag¢do, concentragdo e introdu¢do da amostra no cromatdgrafo em duas etapas. Uma fibra de
silica fundida recoberta com uma fase sorvente, como polidimetilsiloxano (PDMS) e poliacrilato
(PA), ¢ usada para extrair analitos da 4agua, solo e amostras gasosas. Os analitos extraidos sdo
dessorvidos termicamente em injetor de cromatografo a gds (AUGUSTO & VALENTE, 2000).

A técnica de SPME, segundo estudos iniciais foi desenvolvida com o objetivo de facilitar
o preparo rapido das amostras (SILVA, 2005). No primeiro trabalho, publicado em 1990, a
técnica foi aplicada a diversas amostras aquosas (CRYSTAL et al, 1992). Posteriormente, foi
proposta e avaliada sua aplicagdo na extragdo e pré-concentragdo de analito em headspace
(ZHANG & PAWLISZYN, 1993). Neste formato estd técnica revelou-se, com melhor
repetibilidade e reprodutibilidade que os métodos convencionais da época, (MACGILLIVRAY,
1994).
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O principio da técnica € a distribuicao do analito entre a amostra € um microcomponente
extrator, o qual consiste de material sorvente (polimeros ou s6lidos adsorventes) que recobre uma
fibra de silica fundida. No dispositivo basico de SPME (comercializado pela Supelco Inc.,
Bellefont, PA — EUA desde 1993) 10 mm de uma das extremidades de uma fibra de silica
fundida (com 100 mm de comprimento e didmetro de 110 160 um) sdo recobertos pelo material
sorvente (com espessuras que variam de 7 a 100 um e seus volumes de 0,03 a 7 uL. (CARASEK,
2002).

Devido a fragilidade, as fibras de SPME sdo fornecidas montadas no interior de uma
agulha hipodérmica para maior protecao (Figura 9), e esta acoplada no interior de um aplicador

(Figura 10).

Figura 9. Conjunto comercial de fibra de SPME. (A) fibra retraida no interior da agulha (tubo
hipodérmico de didmetro externo de 0,56mm); (B) fibra exposta e, (C) detalhe ampliado da fibra
de SPME. (1) agulha de ago inoxidavel; (2) base de latdo; (3) septo de silicone; (4) mola; (5)
porca; (6) fibra de silica recoberta; (7) sorvente (recobrimento); (8) nucleo de silica fundida e (9)

fibra 6tica (AUGUSTO & VALENTE, 2002).
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Na figura 10 pode ser visto com mais detalhes o formato de uma fibra de SPME.

Composicao
Quimica do Aplicagao
Recobriment

PA Compostos organicos

polares como

Hidrocarbonetos
PDMS-DVB aromaticos e pouco

Carboxen- COV e hidrocarbonetos
PDMS

CW-DVB Compostos organicos
polares

Figura 10. Fibras de SPME. Legenda I- Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB); I1-
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS); III- Poliacrilato (PA) e IV- Carbowax/
Divinilbenzeno (CW/DVB).

A fibra de SPME ¢ colada em um microtubo de ago e inserida em uma agulha
hipodérmica para maior protecao (2). Quando o émbolo (7) € pressionado, tensiona-se a mola (5)
expondo assim a fibra (1) ao ambiente. Apos utilizacdo da fibra de SPME, o sorvente ¢ protegido
de danos mecéanicos e do ambiente pela retragdo da fibra para o interior da agulha hipodérmica. O
aplicador ¢ reutilizavel, pois permite a troca do conjunto (fibra + agulha) quando necessario

(LOPES et al, 2002). O esquema de um aplicador comercial esta ilustrado na figura 11.
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Figura 11. Esquema de um aplicador comercial utilizado em SPME. (1) fibra de SPME; (2)
agulha de aco inoxidavel; (3) corpo de aplicador; (4) septo de silicone; (5) mola; (6) aplicador;
(7) émbolo (AUGUSTO & VALENTE, 2002).

A figura 12 apresenta um aplicador comercial de SPME.

Figura 12. Aplicador comercial utilizado em SPME.
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O quadro 1 apresenta especificagdes das principais fibras de SPME e suas aplicagdes.

Quadro 1. Especificagdes das principais fibras de SPME disponiveis comercialmente

(SUPELCO, 1999).

Tipo Material de Li/ pm AT /eC* Aplicacdes
Recobrimento
100 200-270 Apolar, volatil
30 200-270 Apolar, volatil e

Nao-polares PDMS Zene

7 220-32 Apolar, semi-
volatili e ndo
volatil

PA 85 220-310 Meédia e alta
Polares CW-DVB 65 200-260 polaridade
PDMS-DVB 65 200-270 Volateis e ndo
volateis
Bipolares Carboxen- 75 200-260 Volateis

PDMS

*AT / °C é a faixa de temperatura de operacdo recomendada., L; € a espessura de

recobrimento.

2.6.1 Operacao béasica em SPME

A operagdo em SPME tem duas etapas. Na primeira, perfura-se o septo da tampa do
frasco da amostra e pressiona-se o émbolo, expondo a fibra. Os analitos sdo sorvidos na fibra
apo6s certo tempo de equilibrio. Retrai-se a fibra, retirando a mesma do frasco da amostra. Na
segunda etapa, perfura-se o septo do injetor de um CG com a ponta da agulha hipodérmica
contendo os analitos sorvidos, pressiona-se o émbolo expondo a fibra ao interior do injetor do
CG. O filme fino do sorvente se aquece e os analitos sdo dessorvidos termicamente e arrastados
para a coluna cromatografica para separacdo. A fibra ¢ retraida e retirada do injetor, sendo

possivel sua reutilizacao (SILVA, 2005).
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A seqiiéncia de uso de um sistema de SPME esta ilustrada na figura 13.

Figura 13. Procedimento basico para Microextragdo em Fase Solida: (a) headspace; (b) amostra;
(c) aplicador; (d) fibra extratora; (e) entrada de gas de arraste e (f) coluna cromatografica. (A)
extragdo; e (B) dessorc¢do. (1) saturagdo do headspace; (2) perfuracdo do septo do frasco de
amostra; (3) exposicdo da fibra de SPME e extracdo dos analitos; (4) retracdo da fibra para o
interior da agulha hipodérmica; (5) perfuracao do septo do injetor do CG; (6) exposicao da fibra e
dessorcao dos analitos; e (7) retragdo da fibra para o interior da agulha (AUGUSTO &
VALENTE, 2002).

A técnica de SPME possui algumas limitacdes. Entre elas ¢ a faixa de temperaturas onde
as fibras comerciais de SPME podem ser utilizadas na dessor¢ao dos analitos. Uma outra
limitagdo ¢ a restricao da exposi¢do das fibras a solventes orgéanicos, o que ¢ especialmente sério
quando esta ¢ aplicada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, no inglés HPLC).
Estas restricdes sdo comuns em muitas fibras comerciais de SPME, pois elas sdo preparadas
apenas pela deposicao fisica ou reticulagdo parcial dos recobrimentos na superficie de silica

fundida (ZHANG & PAWLISZYN,1993).
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2.6.2 Selecdo dos Modos de Extracgéo

Essencialmente, existem dois modos de extracdo a serem considerados em SPME:
extragdo direta ¢ extragdo através do headspace. Na primeira, a fibra é inserida diretamente na
matriz (geralmente aquosa), e na segunda, a fibra ¢ exposta a fase de vapor em contato com a
amostra e os analitos presentes na amostra passam para a fase de vapor e entdo sdao sorvidos na
fase estacionaria (Supelco Inc. Solid Phase Microextraction). Para aumentar a velocidade de
extracdo, em ambos os modos, € necessario uma agitacdo vigorosa para transporte rapido dos
analitos.

A extragdo direta ¢ mais aconselhavel para analitos que possuem volatilidade de média
para baixa, enquanto que a extragdo através do headspace ¢ aconselhavel para analitos que
possuam volatilidade de média a alta (PAWLISZYN, 2002). Na extra¢do através do headspace,
os analitos mais volateis sdo, via de regra, extraidos mais rapidamente do que os semi-volateis,
pois a concentracao dos analitos mais volateis na fase de vapor ¢ maior do que na solugao, ja que
possuem constantes de Henry mais baixas. Entdo, quando se necessita extrair compostos volateis
utiliza-se extrac¢do via headspace, evitando, assim, que se extraiam analitos indesejados como os
nao-volateis que permanecem presentes na matriz aquosa. A extragdo através do headspace
protege o recobrimento da fibra de danos causados por analitos com altos pesos moleculares e
outros interferentes nao-volateis presentes na matriz, como proteinas. O modo de extracdo via
headspace facilita modificagdes da matriz, como por exemplo, adigdo de acidos ou bases, sem

danificar a fibra.
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A figura 14 ilustra os modos de extracdo utilizados em SPME.

- analito

Figura 14. Modos de extragédo utilizados em SPME: a. extracgdo direta e b. extragdo do headspace
(PAWLISZYN, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

v' Avaliar o potencial de consércios microbianos da biodiversidade amazonica com

capacidade para degradagdo de poluentes organicos derivados de petrdleo.

3.2 ESPECIFICOS

v' Investigar consorcios ou microrganismos capazes de degradar derivados de petroleo a HO

e CO,, ou a produtos com menor toxicidade;

v" Realizar ensaios de biodegradag¢do em sistemas contaminados com diesel e gasolina;

v Avaliar a ocorréncia de subprodutos formados durante o processo de biodegradagio;

v Isolar e identificar microrganismos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Cromatdgrafo

Os ensaios de biodegradagdo foram realizados no cromatdgrafo CG17A (Shimadzu),
equipado com FID (detector de ioniza¢ao de chama), injetor tipo split-splitless com liner para SPME
de di = 0,75 mm e outro liner para headspace. di = 1.20 mm. Coluna cromatografica capilar de
fenilmetilsiloxano DB-5 (J & W) L =30 m, di = 0,25 mm, df = 0,25 pm, tendo hélio como gas de
arraste (fluxo de 1,0 mL/min). Para gasolina utilizou injetor a 230° C no modo splitless, detector
a 250° C e temperaturas programadas: 35° C por 1 min seguido de uma rampa de 5° C/min ate
200°C, depois 30° C / min ate 290° C. Para diesel utilizou injetor a 230 °C no modo splitless,
detector a 250° C e temperaturas programadas: 50° C seguido de uma rampa de 6° C/min ate 200°
C e depois 30° C/min ate 290° C. Para a caracterizagao dos compostos os testes foram analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas utilizando um equipamento
Thermoelectron modelo TRACE GC ULTRA - DSQ. Foi utilizada coluna capilar OV5-MS (30
m X 0,25 mm X 0,25 pum), tendo como gas carreador o hélio (1,0 mL/min). O modo de operacao
do espectrometro de massas foi por impacto de elétrons a 70 eV. O escanemento das massas foi
feito no modo Full Scan 43 - 650 para diesel e gasolina. Os diversos constituintes quimicos
presentes na fracao da gasolina e diesel foram identificados através da comparacao dos espectros
de massas com o espectro do banco de dados da biblioteca de espectros “NIST” (National
Institute of Standards and Technology). A andlise dos espectros de massas e do indice de
retengdo (IR) foi calculado a partir do tempo de retencdo dos hidrocabonetos lineares presentes

nas amostras.

IR =[100 x AN(TRs — TRy4)/ (TRup-TRpa)] + 100 x N, Onde:

IR= Indice de Retencio.

AN= E a diferenca de numero de carbonos entre os hidrocarbonetos com tempo de
retengdo imediatamente anterior ao tempo de retengdo da substincia em andlise e o
hidrocarboneto com tempo de retengdo imediatamente posterior a mesma substancia em analise.

TRg = Tempo de retencao da substancia em analise.
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TRuya= Tempo de retengdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente
anterior ao tempo de retencao da substancia em analise.

TRyp= Tempo de retengdo do hidrocarboneto com tempo de retencdo imediatamente
posterior ao tempo de retengdo da substancia em analise.

N = E o namero de carbonos contido no hidrocarboneto com tempo de retengio

imediatamente anterior ao tempo de retencdo da substancia em analise.

4.1.2 Microextracao em Fase Solida

Fibras recobertas com 65um de Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB)
conectadas a um aplicador 5-7330 (Supelco Bellefont — PA, EUA). As fibras foram
acondicionadas antes do uso segundo as instrugdes do fabricante e, entre extracdes, as fibras
foram mantidas por 3 min no injetor aquecido do CG para eliminar possiveis residuos que

poderiam interferir nos resultados.

4.1.3 Solventes, reagentes e vidrarias

Frascos de vidro de 10 e 50 mL com fundo reto; septos de teflon e lacres de aluminio
(Samavidros); baldes volumétricos de 25 e 100 mL com tampa de teflon (Vidrolabor); pipetas
volumétricas e graduadas de 2, 5 e 10 mL (Pyrex e Satelit); termdmetros graduados de —10°C a
150°C; agitador magnético tipo RH B-KT/C (IKA); incubadora (SHAKER) MA-420 Marconi e

micropipetas de volumes fixos de 5-1000 uL.

4.1.4 Combustiveis

As amostras de gasolina e diesel utilizadas em todos os ensaios foram adquiridas em um

posto de combustiveis com bandeira da Shell, situado no centro da cidade de Porto Velho — RO.
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4.2 METODOS PARA O MONITORAMENTO DO PROCESSO DE BIODEGRADAGAO

4.2.1 Extracao de compostos volateis

4.2.1.1 Compostos volateis apolares

Para observar a degradacao de diesel e gasolina foi escolhida a fibra de microextragdo em
fase solida Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 65um - azul (PDMS/DVB) da Supelco (Kit
57320-U), indicada pelo fabricante para compostos volateis com massa molar variando entre 50 a
300 g.mol™, sendo o polidimetilsiloxano indicado para compostos apolares (SUPELCO, 1999). A
fibra foi condicionada previamente no injetor do cromatografo por pelo menos 3 minutos a 220°C
antes de ser utilizada para extracdo dos compostos volateis. Desta forma evitou-se a
contaminacdo das andlises por analitos advindos de extragcdes anteriores. Para a avaliagdo foi
adicionado em frasco de 50 mL um volume de 20 mL de agua deionizada e autoclavada e 20 pL
de diesel para que desta forma fosse possivel avaliar o perfil dos hidrocarbonetos presentes no
diesel utilizada. O processo de extracdo otimizado foi obtido utilizando 40° C e 5 min de
equilibrio para a formacdo do headspace, seguido de 5 min de exposi¢do da fibra de SPME para
o equilibrio trifasico entre sistema, headspace e fibra de SPME. Os mesmos procedimentos foram
adotados para os testes com gasolina, devido o fato de estas condi¢des terem apresentado os

melhores resultados para diesel.

4.2.1.2 Compostos volateis polares

Para observar a possivel formagdo de compostos polares formados através de processos
oxidativos presentes no metabolismo de microrganismos aerobicos a partir da degradacdo de
diesel e gasolina escolhida a fibra de microextracdo em fase solida PA (Poliacrilato - branca), da
Supelco (Kit 57320-U), indicada pelo fabricante para compostos de media a alta polaridade. A

fibra foi condicionada com descrito anteriormente.
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4.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS NAO VOLATEIS E SEMIVOLATEIS

4.3.1 Extracao liquido-liquido

Foram adicionados 20 mL de meio de cultura em um funil de separacao de 50 mL. A fase
aquosa foi extraida 3 vezes com 10 mL de acetato de etila. Para evitar a formacao de emulsao foi
adicionado 1 g de cloreto de sddio. As fases organicas foram reunidas e entdo adicionou-se
sulfato de sodio para remover a agua residual. Os extratos organicos foram analisados por

cromatografia gasosa.

4.4 SELECAO DE MICRORGANISMOS CAPAZES DE DEGRADAR DERIVADOS DE
PETROLEO

Foram coletadas amostras de agua residuaria nas proximidades de uma distribuidora de
combustiveis situada no bairro Nacional, zona norte da cidade de Porto Velho-RO, nas

coordenadas geograficas: 8°43°45.59°” S e 63°55°02.32°> W (Figura 15).

.
Ponto de coleta

(® Regido Portudria
[ ] Municipio de Porto Velho

Figura 15. Area de estudo
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4.4.1 Meio mineral inorgéanico

Para um litro de agua foram adicionados 1, 36 g de KH,PO,, 1,40 g de Na,H PO4, 0.30 g
de (NH4),SOs4, 0,05 g de MgS04.7H,0, 5,8 mg de CaCl,.H,0, 2,75 mg de FeSO4.7H,0, 1,7 mg
de ZnS0O4.7H,0, 0,325 mg CoCl, , 0,235 mg de CuS0O4.5H,0 ¢ 0,17 mg de Na,Mo0O..2 H,O (
SAKATA et al, 2004). O meio foi esterelizado em uma autoclave por 15min a 121°C.

Este meio foi utilizado em todos os ensaios de biodegradagao.

4.4.2 Consoércios microbianos

Preparou-se meio mineral inorgdnico segundo o proposto por Sakata et al (2004),
contendo 1000 ppm de diesel como unica fonte de carbono. Foi adicionado 1 mL da amostra de
agua residuaria (coletada nas proximidades de uma distribuidora de combustiveis, situada no
bairro Nacional em Porto Velho — RO) em 200 mL de meio mineral no intuito de obter um meio
de cultura seletivo para microrganismos com potencial em biodegradacao desses compostos.

A presenca de microrganismos foi avaliada através do crescimento das populagdes
microbianas na presenca de diesel e gasolina como fonte de carbono.

Os meios de cultura foram mantidos sob agitacao de 142 rpm e 28°C em uma incubadora
do tipo shaker e realizado medidas de crescimentos dos microrganismos de 24 a 24 horas para
avaliar sua curva de crescimento. Apartir da obtengdo da fase estaciondria do crescimento
microbiano foram feitas sucessivas transferéncias a cada 120 horas, para selecionar os mais
resistentes, onde estes ficaram incubados em uma incubadora (SHAKER) rotatoria, sob agitacao
e temperatura constantes, aproximadamente 142 rpm e 28°C, respectivamente.

A taxa de crescimento e enriquecimento de cultura foi avaliada por espectrofotometria de
UV-VIS, com escaneamento em 600nm.

Foi adotada a mesma metodologia para a selecdo de microrganismos na presenga de

gasolina.
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TVRA

MeEios DE CVL

Figura 16. Meios de cultura: microrganismos crescendo na presenga de gasolina a esquerda ¢ na

presenca de disel a direita.

4.5 TESTES LABORATORIAIS PARA AVALIACAO DA BIODEGRADACAO

4.5.1 Diesel

Para a elaboragdo dos ensaios de biodegradagdao foram preparados bioensaios em frascos
de 50 mL contendo 20 mL de meio mineral inorganico com diesel a 1000 ppm e 200 uL de
indculo microbiano do meio de cultura da sétima transferéncia (MCD5), sendo que foram
montados dois grupos: um grupo teste (com indculo microbiano) e um grupo controle (sem

indculo microbiano). Todos os testes foram efetuados em triplicata.

4.5.2 Gasolina

Para a elaboragdo dos ensaios de biodegradacao foram preparados bioensaios em frascos
de 50 mL contendo 20 mL de meio mineral inorganico com gasolina a 1000 ppm e 200 pL de
indculo microbiano do meio de cultura da sétima transferéncia (MCGy7), sendo que foram
montados dois grupos: um grupo teste (com indculo microbiano) e um grupo controle (sem

indculo microbiano). Todos os testes foram efetuados em triplicata.
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4.6 ANALISE DE DADOS

Os cromatogramas obtidos no cromatdgrafo a gas foram convertidos através software
Shimatzu GC-10 em arquivos ascii, contendo para cada amostra os tempos de reteng¢do e
correspondentes intensidades detectadatas no FID. Cada cromatograma contém 12000 pontos
correspondendo a resolugdo de 0,003334 minutos. Para a andlise de dados, através de analise por
componentes principais, o periodo entre 8,33 e 26,66 minutos foi selecionado, pois ndo foram
identificados sinais, picos cromatograficos, fora deste intervalo. A resolugdo usada para analise
de dados foi de 0,01 minutos, resultando para cada amostra um cromatograma de 2751 pontos.
As intensidades no FID referentes a estes pontos foram transferidas em matrizes onde cada linha
representa uma amostra.

Para o diesel foi obtida uma matriz com 24 linhas e 2751 colunas sendo 12 para amostras
controle e 12 para amostras do experimento de biodegradag¢do. Para a andlise de componentes
principais as amostras foram pré-processadas centrando na média. Neste caso, um cromatograma
médio ¢ calculado e entdo subtraido dos cromatogramas originais. A matriz resultante desta
subtracdo ¢ aquela usada para a analise de componentes principais.

Os gréficos para avaliagdo de escores resultantes da analise componentes principais e
cromatogramas foram obtidos através do pacote ‘Lattice’ do R. Os graficos de escores foram
efetuados através de ‘boxplots’, que representam a distribui¢ao das triplicatas em cada tempo de
monitoramento. Os ‘boxplots’ apresentam os valores do primeiro e quarto quartis (25 e 75% da
variacao de cada grupo) representados pelos ‘limites da caixa’. A mediana ¢ indicada pelo ‘ponto
central’ e valores maximo e minimo dos dados pelos tragos externos a caixa. O programa R foi

usado para analise de dados.
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47 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR MICROBIANA DO
CONSORCIO (MCDy)

4.7.1 Isolamento

Foi preparado um meio de cultura de manutengdo Nutriente Agar (NA), que é um meio de
cultura para o crescimento de microrganismos menos exigentes quanto a composi¢ao nutricional
conforme Ribeiro & Soares (1993), e contém (g.L" de 4gua destilada) 3,0 g de extrato de carne,
5,0 g de peptona de carne, 15,0 g de dgar-agar. Foram utilizados produtos da marca Vetec.

Adicionou-se agua aos ingredientes devidamente pesados até dissolvé-los e autoclavou-se
a 121°C por 15 minutos, em autoclave da marca Bio Eng, modelo A 50.

Verteu-se este meio em placas de Petri e adicionou 100uL do consoércio microbiano
MCDy neste meio, adicionou-se 30uL de 6leo diesel, fez o espalhamento do consodrcio utilizando-
se da Alga de Drigalsky e incubou os microrganismos em uma estufa D.B.O. da marca Eletrolab,
modelo 101M/1, a 32°C por um periodo de dois dias. Apds o surgimento das coldnias deu-se

inicio ao isolamento através da técnica de esgotamento por estrias.

4.7.2 ldentificacdo molecular bacteriana

A identificagdo molecular foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB Il da Universidade de Sdo Paulo — USP sob coordenagao
da professora Dra. Vivian Helena Pellizari.

Para a identificacdo molecular realizou-se primeiramente a extragdo do DNA das amostras
bacterianas isoladas, de acordo com metodologia proposta por Wilson (1989). As amostras de
DNA extraidas foram submetidas a metodologia da reacdo em cadeia de polimerase ( PCR) para

amplificacdo do DNAr 16S. Os fragmentos de DNAr 16S foram purificados e seqiienciados.
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4.7.2.1 Extracdo de DNA gendmico bacteriano
4.7.2.1.1 Solucdes
4.7.2.1.1.1 Tampéo TE (Tris-EDTA, 10 mM Tris-HCL, pH 8.0e 1 mM EDTA, pH 8.0)

Foi feita uma diluicdo das solugdes estoques de Tris-HCL 1M e EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) 0,5 mol.L™", em H,O. Para 50 mL utilizou 0,5 mL de Tris + 0,1 mL.
4.7.2.1.1.2 Solucdo SDS 10 % (Dodecil Sulfato de Sodio)

Para o preparo da Solugdao SDS 10 % foi Dissolvido 10 g de SDS em 100 mL de H,O. A

solucdo obtida serd armazenada a temperatura ambiente.

4.7.2.1.1.3 Solucdo CTAB 10 % (Brometo de Hexadeciltrimetilamonio) NaCl 0,7 mol.L™

Em uma solugdo de NaCl 0,7 mol.L" foi dissolvido 10 g de CTAB e em seguida a

solucdo foi aquecida a 65 °C para solubilizar completamente.

4.7.2.1.1.4 Solugdo proteinase K (20 mg.mL™)

Para cada mg de proteinase K, dissolveu-se 20 mL de agua para PCR ou Mili-Q.
Todas as solugdes usadas em Biologia Molecular devem ser preparadas em agua Milli-Q e

autoclavadas, a ndo ser quando indicado.
4.7.2.1.2 Procedimento

Inicialmente foi feito uma raspagem das culturas bacterianas para eppendorffs de 2,0 mL,
estes foram ressuspendidos em 567 pL. de TE. Adicionou-se em seguida 30 uL de solugdo 10 %
SDS e 3 uL de solugdo de Proteinase K, os tubos foram agitados e incubados por 1h a 37 °C em

banho seco. Adicionou-se 100 pL de solucdo de NaCl, e logo em seguida ap6és uma pequena
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agita¢do, adicionou-se 80 pL de solugdo de CTAB pré-aquecido a 65 °C. Os tubos foram
incubados por 20 min a 65 °C.

Deixou-se esfriar a temperatura ambiente e adicionou aproximadamente o mesmo volume
de cloroformio-alcool isoamilico, foi feito uma homogeneizagdo por inversdo, em seguida os
tubos foram centrifugados a 10.000 rpm em uma microcentrifuga, por 15 a 20 minutos a
temperatura ambiente. Foi removido a fase aquosa com o auxilio de ponteiras com filtro e
transferido para novos eppendorffs de 2 mL. Adicionou-se 3 uL. de RNAse A, e incubou-os por
30 minutos a 37 °C em banho seco; Foram adicionados igual volume de cloroférmio-alcool
isoamilico, onde os tubos foram homogeneizados novamente e centrifugados por 15 minutos a
temperatura ambiente; A fase aquosa foi removida e transferida para novo tubo de 1,5 mL.
Adicionou-se 0,6 X (60 %) de isopropanol gelado, homogeneizou-os por inversdo e centrifugou a
12.000 rpm por 20 min a 4 °C em uma centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 200 pL de etanol 70 %, centrifugou-se novamente a 12.000 rpm por 20 minutos a 4
°C. Retirou-se todo o etanol 70 % com pipeta e deixou os tubos sobre a bancada para secar. O

DNA foi ressuspendido com mais 30 uL de TE.

4.7.2.2 Medidas da concentracdo do DNA

As medidas da concentragcdo do DNA foram feitas no espectrofotometro de marca Nano
Drop. Estas medidas servem para avaliar a quantidade de DNA extraido da amostra. Para medir
as concentragdes, sdo colocados 2 pL. do DNA extraido das amostras no sensor do
espectrofotdmetro. O controle utilizado foi a solu¢do de TE. Valores de concentragdes acima de

20 ng.uL™" sdo considerados boas extragdes.
4.7.2.3 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
4.7.2.3.1 Procedimento
A seqiiéncia a ser replicada do DNAr foi referente ao gene 16 S, que ¢ caracteristico para
a identificacao bacteriana. Foram utilizados 0s primers 27F

(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) e 1401R(5’CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG3’).

Todo o material utilizado para a PCR foi levado para a capela para PCR e deixados na UV



durante 15 minutos, com excec¢do da Taq polimerase. Os reagentes utilizados para a amplificagdo
do DNA, como as concentragdes iniciais, finais, o volume utilizado para cada reagao e o volume
a ser preparado para todas as reagdes estdo listados na tabela 5. Foram preparadas uma
quantidade de volume de reagentes para um total de 10 amostras, ¢ em seguida estas foram
distribuidas para 10 eppendorffs com um volume de 23 pL ¢ mais 2 uL do DNA extraido de cada

amostra totalizando um volume final de 25 pL em cada eppendorff.

Tabela 5. Volume dos reagentes para a PCR.

16S vol. reagao N° de
(Bactéria)  Conc. Inicial Conc. Final (pL) reacdes (uL)
27F-1401R 25 10
PCR buffer 10 X 1X 2,50 25,00
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 7,50
dNTPs 100 mM 0,8 mM 0,20 2,00
primer 27F 20 mM 0,2 mM 0,25 2,50
primer 1401R 20 mM 0,2 mM 0,25 2,50
Taq Pol 5 U/mL 1 U/50 mL 0,10 1,00
DNA 2,00
H,0O 18,95 189,50

As amplificacdes realizadas foram feitas com o uso de um termociclador “Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.). A reacdo foi iniciada por 5 minutos de
desnaturagdo a 94° C, seguido de 30 ciclos com desnaturagdo a 94° C por 30 segundos,
anelamento a 55° C por 30 segundos, extensdo a 72° C por Iminuto e 30 segundos, e extensao

final a 72° C por 7 minutos. O controle positivo utilizado foi o DNA da Escherichia coli.



4.7.2.4 Eletroforese

Apds a PCR, foi feita a eletroforese para visualizar a amplificagdo do DNA. O gel
utilizado ¢ composto por 1% (1 g) de agarose para 100 mL de TAE 1X ( Tris, EDTA, acido
acético).

Para a corrida no gel, foram misturados: 2 pL de xileno cianol, 4,5 uL de TAE 1X e 2,5
uL das amostras. Estas foram colocadas nos pogos do gel e utilizado o marcadorl KB Plus DNA
Ladder™ (Invitrogen Life Technologies) em quantidade de 5 pL, para marcar a corrida. Apos a
corrida o gel foi colocado no brometo de etidio por 10 minutos e em seguida colocado em agua.
Foi tirada a foto do produto de PCR, utilizando-se de uma maquina fotografica com luz UV da

marca Kodak.

4.7.2.5 Purificac¢6es do produto de PCR e sequienciamento das amostras

Para que as amostras sejam seqiienciadas € necessario que o produto de PCR seja
purificado, para esta purifica¢ao utilizou-se do quite de purificagdo Invitrogen PureLink PCR
Purification kit. Em seguida fez-se a leitura do DNA purificado no espectrofotometro e a
eletroforese deste produto de PCR purificado, utilizando para o gel, 2 % de agarose para 100 mL
de TAE 1X. O marcador utilizado para o Produto de PCR purificado foi o Low mass (Invitrogen
Life Technologies).

As reacdes de seqiienciamento j& purificadas foram aplicadas no seqiienciador Megabace
1000 da GE Halthcare. As analises foram feitas pelo Software Sequence Analyser 3.0 com
basecaller Cimerron 3.12. Os resultados foram analisados no programa BioEdit (Sequence
Alignment Editor) e comparagdo em bancos de dados internacionais GenBank do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) utilizando-se da ferramenta do BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) para a identificagdo dos microrganismos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS CONSORCIOS MICROBIANOS

Durante obten¢ao dos consoércios microbianos foram realizadas medidas de crescimento a
cada 24 horas para verificar o desenvolvimento dos microrganismos na presenga de gasolina,
diesel e BTXs e foi verificado que apds 96 e 120h o crescimento microbiano na presenca de
gasolina e diesel, respectivamente, permanecia constante ou apresentava um pequeno
crescimento (Figura 17). Nota-se que os microrganismos obtiveram um melhor desempenho
quando utilizado diesel como fonte de carbono € um desempenho baixo quando utilizado BTXs
como fonte de carbono, fato esse explicado pela alta toxicidade dos compostos BTXs e a
presenga de compostos toxicos, aos microrganismos, em maior concentracdo na gasolina em
relagdo ao diesel (BRITON, 1984; BARKER & HERSON, 1994; CORSEUIL & ALVAREZ,
1996).
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Figura 17. Medidas de crescimento dos microrganismos a 600 nm.
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5.2 ESTUDOS DE BIODEGRADAGAO DO DIESEL

Para o estudo de biodegradagao do diesel foi utilizada uma concentragdo inicial de 1000
ppm em meio liquido em ambiente laboratorial. O monitoramento do processo de biodegradacao
utilizando a microextracdo em fase solida sendo a fibra recoberta com
polidimentilsiloxane/divinil benzeno revela a biodegradacdo de componentes do diesel pelo
consorcio de microrganismo. Os ensaios foram realizados ao longo de 21 dias, sendo que o

monitoramento nos dias 3, 7, 14 € 21.

5.2.1 Estudos de biodegradacgéo de diesel monitorados por CG-FID

As analises efetuados com o CG-FID serviram para monitorar a degradacdo total dos
hidrocarbonetos presentes no diesel.

Avaliando os perfis cromatograficos das analises do headspace através de microextragdo
em fase solida (Figura 18), pode ser observado que o consorcio de microrganismos efetuou a
degradacdo dos compostos do diesel ao longo dos 21 dias monitorados, em especial para série

homologa de hidrocarbonetos de cadeia linear.
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Figura 18. Perfis cromatograficos dos ensaios (meio de cultura com microrganismo) e controle
(meio de cultura estéril). Da esquerda para direita cada coluna apresentam triplicatas efetuadas

com 3, 7, 14 e 21 dias ap0ds a adi¢@o do diesel a 1000 ppm.

Outro fato importante, observado na figura 19, mostra que compostos constituintes da
série homologa de hidrocarbonetos sdo aqueles degradados mais rapidamente. Nesta figura ¢é
ilustrado o processo em estudo, onde compostos do diesel apresentam equilibrio entre a fase
gasosa (aquela monitorada com o SPME) e o meio de cultura onde ocorre a biodegradacao (no
caso dos ensaios). No caso do controle (coluna a esquerda na figura 19) ¢ observado que parte
dos compostos da série homologa sdo perdidos por vaporizagdo que se mantém no headspace até
o dia 21. No entanto, nos ensaios (coluna a direita na figura Figura 19) os compostos da série
homologa nao sao observados no dia 21. Isto é uma forte indicagdo de que os compostos foram
biodegradados e ndo apenas perdidos por vaporizagdo, visto que segundo Spinelli (2005)
vaporizagdo e biodegradacdo atuam em conjunto. O desvio da linha base devido a compostos
sobrepostos em dire¢do a tempos maiores de retencdo indica que compostos observados em
maiores tempos de retencdo passam a predominar o cromatograma. Isto indica que outros

compostos além daqueles de cadeia linear (série homologa) também estdo sendo biodegradados.

Da esquerda para direita cada coluna apresenta media efetuadas com 3, 7, 14 dias apos a adi¢do
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do diesel a 1000 ppm. Nestes graficos as escalas de intensidade sdo diferentes, ou seja, as

mesmas informagdes descritas na figura 18 sdo apresentadas, mas possibilitando a identificacdo

dos detalhes de cada corrida cromatografica.
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Figura 19. Perfis cromatograficos dos ensaios dando destaque para os hidrocarbonetos de série

homologa e a formag¢ao de UCM do grupo experimento.

A relagdo entre andlises cromatograficas dos ensaios de biodegradagdo e controle foi

também investigada através de Analise por Componentes Principais. Os dados foram centrados

na média, ou seja, cada cromatograma foi subtraido da média de todos os cromatogramas. O

programa R (versdo 2.6.0, de 03/10/2007, The R Foundation for Statistical Computing) foi

empregado na analise por componentes principais. A tabela 6 apresenta a variancia explicada dos

5 componentes principais mais importantes.

Os dois primeiros componentes, que explicam a

maior parte da variagdo dos dados, estdo relacionados aos processos de decaimento devido a
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vaporizagdo e possivelmente 4 biodegradacao. Isto ¢ sugerido devido ao decaimento dos escores
em funcdo do periodo de degradagdo. A figura 20 mostra que controle e experimento apresentam
decaimento similar no primeiro componente principal, mas no segundo este decaimento ¢
distinto. Isto sugere que o segundo componente principal informa sobre a diferenga entre controle
e experimento. Os loadings deste segundo componente principal (Fgura 21) indicam que esta

diferenca esta relacionada aos perfis cromatograficos da série homoéloga de hidrocarbonetos.

Tabela 6. Analise de componentes principais dos dados de diesel.

Comp.l Comp.2 Comp.3 Comp.4 Comp.5
Variancia explicada (%) | 60 22 8 4 2
Variancia explicada 60 82 90 94 96
acumulada (%)

A figura 20 apresenta os escores oriundos da Andlise de Componentes dos dados de
diesel. Cada ‘boxplot’ representa triplicatas do experimento e controle efetuadas nos dias 3, 7, 14

e 21. Os escores dos cinco componentes principais mais importantes (60%, 22%, 8%, 4%, 2%,

respectivamente), que representam 96% da variancia explicada, sdo apresentados.
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Figura 20. Escores oriundos da Analise de Componentes dos dados de diesel.
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Na figura 21 podem ser observado os loadings oriundos da Analise de Componentes dos
dados de diesel. Os loadings dos cinco componentes principais mais importantes (60%, 22%, 8%,
4%, 2%, respectivamente), que representam 96% da variancia explicada, sdo apresentados em

funcao do tempo de retengao.

CP:1 CPB:2 CP:3 CP: 4 CP:5

Loadings

Minutos

Figure 21. Loadings oriundos da Analise de Componentes dos dados de diesel.

5.2.2 Estudos de biodegradagéo de diesel monitorados por CG/MS

O uso do CG/MS foi empregado no inicio € no fim dos ensaios de biodegradacdo do
diesel com o intuito de avaliar quais compostos eram degradados inicialmente e identifica-los,
além de avaliar também, os mais dificeis de serem degradados (recalcitrantes). As fragmentagdes
dos espectros de massas sdo muito ricas em informagdes estruturais, sendo assim, foram
particularmente uteis para identificagdo dos compostos da fragao volatil do diesel.

O monitoramento inicial e final ¢ de suma importancia, visto que outros processos como
volatilizagdo, também influencia na perda de compostos nas matrizes.

Avaliando os resultados do monitoramento da biodegradagao de diesel a 1000 ppm, nota-
se que no inicio do monitoramento observa-se uma redug¢do dos compostos, mas nao um
desaparecimento completo de alguns picos, fato este também diagnosticado nos ensaios
monitorados por CG-FID. A figura 22 apresenta o perfil cromatografico dos ensaios de

biodegradagio de diesel a 1000 ppm no 3° dia de monitoramento.
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Figura 22. Perfil cromatografico da biodegradacao de diesel a 1000 ppm por CG/MS. (a)

representa os controles e (b) os ensaios.

No final do monitoramento da biodegradacdo, pode-se perceber uma degradagdo
significativa dos compostos presentes no diesel pelo consorcio microbiano. A figura 23
demonstra o perfil cromatografico do monitoramento do 21° dia da biodegradacdo de diesel a

1000 ppm. Nota-se que a escala da abundancia relativa na figura 23b foi ampliada para facilitar a

visualizagdo.
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Figura 23. Perfil cromatografico referente ao monitoramento do 21° dia da biodegradagio de

diesel a 1000 ppm. (a) controle e (b) ensaio de degradacao.

Observando a figura 23 nota-se o desaparecimento de alguns compostos presentes nos
ensaios de biodegradacdo, fato este comprovado pelo decaimento das intensidades das areas
emitidas que estdo diretamente relacionados as concentragdes dos compostos. Avaliando a figura
23b, percebe-se a degradacao dos picos com tempo de retengdo (Tr): 13.69 min, 16.04 min, 18.26
min, 18.77 min, 20.32 min, 22.27 min e 24.14 min, enquanto que os compostos com tempo de
retengdo (Tr): 15.41 min, 17.05 min, 17.74 min, 19.53 min, 23.21 min e 24.28 min, mostraram-se

persistentes.

5.2.3 Identificacdo dos compostos do diesel por espectrometria de massa (MS)

Os resultados obtidos a partir do monitoramento do 21° dia da biodegradagdo de diesel
(1000 ppm) por CG/MS (Figura 23) revela as estruturas dos compostos que foram degradados e
tambem dos compostos que permaneceram recalcitrantes nas condicdes avaliadas. A relagdao dos
compostos por tempo de retengdo esta apresentada na tabela 7. As estruturas forma identificadas
por estudo dos espectros de massas, comparagao com o espectro de massas do banco de dados

NIST e indice de retengdo similarmente ao que foi descrito para gasolina.
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Tabela 7. Relagdo dos compostos identificados no headspace dos ensaios com diesel por

espectrometria de massa.

Pico IR calculado IR literatura Composto Massa molar
(TR min)
13.69 1200 1200 n-Dodecano 170
15.41 1272 - 2,6,10-undecane 198
16.04 1300 1300 n-Tridecano 184
17.05 1350 1345° Heptil-ciclohexano 182
17.74 1385 1375 2,6,10-trimetil- 212
dodecano
18.27 1400 n-Tetradecano 198
18.77 1433 1427°¢ 1,6-dimetil-naftaleno 156
19.53 1469 1462 2,6,10trimetil- 226
tridecano
20.32 1500 1500 n-Pentadecano 212
22.27 1600 1600 n-Hexadecano 226
24.14 1700 1700 n-Heptadecano 240
24.28 1708 1707 2,6,10,14-tetrametil- 268

pentadecano (pristano)

Obs.: estdo descritos apenas 0os compostos em carater majoritario.
“ (KALLIO et al, 2006), ° (KONIG et al, 2006), (SANDERCOCK et al, 2003).

Com base nos resultados percebe-se que os microrganismos tiveram uma preferéncia por
hidrocarbonetos lineares: n-Dodecano, n-Tridecano, n-Tetradecano, n-Pentadecano, n-
Hexadecano e n-Heptadecano. Isso se deve ao fato da presenga de ramificagdes na molécula de
alcano dificultarem a B-clivagem e conseqiientemente dificultar biodegradacdo da molécula. O
pristano (Tr= 24.28), por exemplo, apresentou-se resistente a biodegradacdo devido as suas
ramificagdes. O composto com tempo de retengdo Tr= 18.77 identificado como 1,6-dimetil-
naftaleno, apesar de ser um composto aromatico, foi degradado pelo consércio apos 21 dias de

monitoramento.
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53 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR MICROBIANA DO
CONSORCIO MCDy

Apos o surgimento das colonias deu-se inicio ao isolamento através da técnica de

esgotamento por estrias. Foram isoladas 5 cepas microbianas (Figura 24).

Figura 24. Placa de cultura microbiana D-1 (a) e Placa de cultura microbiana D-2 (b).

As andlises de extracdo do DNA, PCR e purificagdo do produto de PCR tiveram bons
resultados, o que foi fundamental para que todas as amostras fossem seqiienciadas. O
seqiienciamento exige que as amostras estejam com uma boa concentragdo do produto de PCR
purificado superiores a 20 pL e um boa amplificag@o vista no gel (Figura 25). As concentragdes

do DNA purificados foram medidas no espectrofotometro e sao mostradas na tabela 8.

Tabela 8. Leitura da Concentragdo do Produto de PCR purificado.

Amostra Concentragio em ng.uL"’
MCD; -1 95,6
MCD; -2 72,4
MCD; -3 66,8
MCD;—-4 78,7
MCD; -5 77,6
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Figura 25. Gel do produto da PCR purificado.

Através do sequenciamento e dos testes bioquimicos, pode-se identificar 5 cepas isoladas

que participam da biodegradacdo do diesel, sendo que todas foram identificadas como

Acinetobacter Baumannii.

Na tabela 9 apresenta maiores informagdes sobre estes resultados, tais como: numero de

acesso do Gen Bank, porcentagem de similaridade da sequencia, referencia da cultura co-relatada,

numero de pares de base seqiienciados.

Tabela 9. Identificagdo molecular das culturas isoladas, tendo como tamanho da seqiiéncia 1400

pares de base (pb).
Amostra GenBank Tamanho Cultura % Referéncia
accession da relatada similaridade
number sequencia sequencia
(pb)
MCD; -1 | NC 010611.1 1400 Acinetobacter 97 IACONO etal,
Baumannii 2008
MCD;-2 | NC 010611.1 1400 Acinetobacter 97 IACONO etal,
Baumannii 2008
MCD;-3 | NC 010611.1 1400 Acinetobacter 97 IACONO etal,
baumannii 2008
MCD; 4 | NC 010611.1 1400 Acinetobacter 97 IACONO et al,
Baumannii 2008
MCD; -5 | NC 010611.1 1400 Acinetobacter 97 IACONO etal,
Baumannii 2008
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Um dos desafios para se promover a biorremediagdo no Brasil ¢ a descoberta de cepas
bacterianas em nossos biomas com capacidade em degradar os compostos toxicos. A
Acinetobacter Baumannii ¢ uma conhecida degradadora e a descoberta em amostra de agua na
regido Amazonica ¢ de grande importancia.

O género Acinetobacter esta amplamente citado na literatura como potencial assimilador
de hidrocarbonetos derivados de petroleo (LEHY & COLWELL, 1990; CHAINEAU et al, 1999;
GALLEGO et al, 2001).

Resultados obtidos por Mishra et al (2004) e por Morais & Tauk-tornisielo (2004)
comprovam, também, a eficiéncia da Acinetobacter Baumannii como microrganismo com grande

potencial para biodegradagao de compostos toxicos como hidrocarbonetos derivados de petroleo.

5.4 ESTUDOS DE BIODEGRADACAO DA GASOLINA

Para o estudo da biodegradagdo da gasolina foi selecionada uma concentragdo inicial de
1000 ppm. O monitoramento do processo de biodegradacdo foi realizado utilizando a
microextracdo em fase solida sendo a fibra recoberta com polidimentilsiloxane/divinil benzeno,
estes polimeros apresentam baixa polaridade, sendo indicado, portanto, principalmente, para
extracdo e pré-concentracdo de compostos apolares. O monitoramento foi realizado com um
intervalo de 3, 8 e 15 dias.

Os ensaios de biodegradacdo foram realizados em frascos de 50 mL como descrito na
metodologia. Os experimentos controles foram preparados com a mesma concentragdo € sem a
adi¢do de in6culo microbiano. O uso dos controles abidticos teve como objetivo principal avaliar
as perdas por evaporagdo, visto que durante os ensaios laboratoriais da biodegradagdo o
intemperismo atua fortemente nos dois sistemas. A extracdo dos compostos volateis foi por
microextragdo em fase solida baseada na particdo desses compostos entre a fase aquosa e a fase

gaasosa (Headspace).
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5.4.1 Estudos de biodegradagéo de gasolina monitorados por CG-FID

As analises efetuados com o CG-FID serviram para monitorar a degradacdo total dos
hidrocarbonetos presentes na gasolina.

Os resultados obtidos a partir das analises cromatograficas por CG-FID (Figura 26)
indicam um total desaparecimento dos compostos volateis no 15° dia de monitoramento, que
pode estar relacionado com a capacidade do consércio microrbiano em degradar componentes da

gasolina.
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Figura 26. Cromatograma do Monitoramento do 15° dia da biodegradagao de gasolina a 1000

ppm. Grupo controle em preto e experimento de degradagao em vermelho.
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Os dados obtidos também foram plotados em escala logaritmica da area total media de

trés replicatas dos cromatogramas versus dias de analises (Figura 27).

log (Areatotal-GC-DIC)

Dias

Figura 27. Monitoramento do processo de biodegradagdo de gasolina, 3, 8 e 15 dias. Legenda:
(B)Barras azuis — Experimento de biodegradagdo (consorcio de microrganismos). (A)Barras

vermelhas — Experimento controle (abi6tico).

Os ensaios com a gasolina apresentaram como principal dificuldade a alta taxa de
vaporizagdo. Os resultados apresentados sugerem que os microrganismos biodegradaram os
compostos da gasolina. Neste caso, e nestas condi¢des, a biodegradagdo ¢ sugerida para
compostos com maiores tempos de retengao e menos volateis.

A volatilizagdo ¢ um dos processos naturais que auxiliam a remocao de hidrocarbonetos
de areas poluidas (JOHNSON, 1998).

Resultados semelhantes foram observados em Frankenberger (1992) onde foi constatado
que a volatilizagdo e a biodegradacao atuam em conjunto, e tendem a remover seletivamente as
fragdes de hidrocarbonetos mais leves. Com base nos resultados obtidos ¢ possivel afirmar que os
microrganismos sdo capazes de biodegradar os compostos da gasolina, principalmente os

hidrocarbonetos lineares de menor volatilidade. Foi observado o completo desaparecimento dos
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hidrocarbonetos em um intervalo de 15 dias. Entretanto, ¢ possivel observar um grande efeito do
intemperismo no controle abiotico causado pelo processo de volatilizagdo dos componentes da
gasolina, o que contribui também para o desaparecimento dos componentes nos ensaios de
biodegradagdo. Esse ¢ uma importante observacao para nao hiperestimar o processo de

biodegradagao.

5.4.2 Estudos de biodegradacdo de gasolina monitorados por CG/MS

O uso do CG/MS foi empregado no inicio e no fim dos ensaios de biodegradaciao da
gasolina com o intuito de avaliar quais compostos eram degradados inicialmente e identifica-los,
além de avaliar também, os mais dificeis de serem degradados (recalcitrantes). As fragmentagdes
dos espectros de massas sdo ricos em informagdes estruturais, sendo assim, particularmente tteis.

O monitoramento inicial e final ¢ de suma importancia, visto que outros processos como
volatilizagdo, também influencia na perda de compostos nas matrizes.

Os resultados obtidos por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas sdo similares aos descritos na literatura, observando o monitoramento do 3° dia da
biodegradagdo de gasolina a 1000 ppm (Figura 28) nota-se a diminuig¢do das concentra¢des dos

compostos presentes na fragao de destilagdao da gasolina.
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Figura 28. Perfil cromatografico referente ao monitoramento do 3° dia da biodegradacdo de

gasolina a 1000 ppm. (a) controle e (b) ensaio de degradacao.
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Ao observar a figura 28b pode-se verificar que houve a redugdo de alguns picos,
avaliando os picos de alta intensidade, como € o caso dos compostos com tempo de retengao (Tr):
24.74 min, 27.25 min, 29.62 min, 31.86 min, 33.99 min. Os compostos com tempos de retengao
(Tr): 18.8 min, 21.98 min, 22.44 min, 24.64 min, 24.93 min, 25.32 min, 25.40 min, 25.80 min,
26.20 min, 26.34 min, 30.70 min e 32.02 min ndo apresentaram redu¢ao significativa em suas

concentracdes, permanecendo recalcitrantes nestas condigoes.

5.4.3 Identificacdo dos compostos da gasolina por espectrometria de massa (MS)

Trés séries de compostos (Nn-alcanos, poliaromaticos e isoprendides) representam os
principais constituintes da fragao volatil da gasolina estudada. O espectro de massas de n-alcanos
apresenta uma fragmentagdo caracteristica mostrando um gradual declinio na abundancia dos
fragmentos com o aumento da massa (Figura 29). Uma outra caracteristica desta classe de
compostos ¢ a presenca de fragmentos com espagamento de 14 unidades de massas

correspondente a diferenca de unidades de CH,, devido a perda de CH,CH, unidades.
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Figura 29. Espectro de massas de quatro n-alcanos presentes na fragdo volatil da gasolina

estudada.
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O espectro de massas de compostos poliaromaticos apresenta como caracteristica alta
abundancia do ion molecular e poucos fragmentos de massas. A B-clivagem que leva a formagao
do ion de m/z 141 (etapa 1) ¢ o principal mecanismo de fragmentagdo de compostos
poliaromaticos alquilados (Figura 30b a 30f). A perda de acetileno a partir do fragmento de m/z
141 leva a formagao do ion m/z 115. A facilidade do ion m/z 141 sofrer rearranjo para formagao
do cation tropilio (Figura 32) determina sua abundancia no respectivo espectro de massas. Assim,
o etil-naftaleno (30f) e o 2,3-, (ou 1,2)-dimetil-naftaleno apresentam alta abundancia do ion de

m/z 141 em seus respectivos espectros de massas, enquanto o 1,4- ¢ o 1,6-dimetil-naftaleno
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apresenta baixa abundancia deste ion. A alta similaridade dos espectros de massas de diferentes
isdmeros (dimetil- e etil-naftalenos) fez do indice de retengdo uma ferramenta essencial para
atribui¢do das estruturas apresentadas na tabela 6.

Isoprendides representam a terceira classe de composto identificada na gasolina estudada.
O espectro de massas de isoprenodides (Figuras 33 e 34), diferente do que ¢ observado para n-
alcanos (Figura 29), que mostram um gradual declinio na abundancia dos fragmentos com o
aumento da massa, a ramificacdo leva a quebra deste padrao de fragmentagdo caracteristico de

hidrocarbonetos devido estabilidade do cation secundario em comparagdo com o cation primario.

s teste 01 #3561-3568 RT 30.74-30.80

T +cFullms][ 45.00-500.00] ag teste 01#3717 RT. 32.03
7.0

; T + ¢ Ful e [ 45.00-50000]
100 a 0 5 b
. 03 | g
80 0.
g ] Nor-pristano 5 ] pristano
5807 |0 = 60
E ] E 1
- ] 4
g SDt g a0
Y ] o
2 4 = ]
" i " ]
3 407 3 407
£ £ 820
309 85.0 0]
203 pil 1131
1 9.1 ] 1124
3 SRTEY 3
10 [ 1601 107 ‘ 1271 1931 )
] 1832 1 1 { 1561 181.1_1 E
E 1211 T68L a7 9112 2302 2683 01, B TR - 25
- fiaa i s ws e e R g R B e ) ' o L LESL |
a 100 S B B 50 100 150 00 250
iz iz

Figura 33. Espectro de massas do nor-pristano (a) e pristano (b).
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Nor-pristano

————————————

Pristano

————————————

Mt =268

Figura 34. Origem dos fragmentos observados nos espectros de massas do nor-pristano e do

pristano.

Observando o perfil cromatografico referente ao monitoramento do 3° dia da

biodegradagdo de gasolina a 1000 ppm (Figura 28) podem ser identificados os compostos que

foram degradados e os que permaneceram recalcitrantes nas condi¢des estabelecidas. A relagao

dos compostos por tempo de retencao esta apresentada na tabela 10.

Tabela 10. Relacdo dos compostos identificados no headspace dos ensaios com gasolina por

espectrometria de massa.

Pico IR IR Composto Massa molar
(TR min)  calculado Literatura
18.80 - 1210° Naftaleno 128
21.98 1310 1290° 2-metil-naftalelo 142
22.44 1329 1307° I-metil-naftaleno 142
24.64 1398 1400° 1-etil-naftaleno 156
24.74 1400 1400 n-Tetradecano 198
24.93 1427 1427° 1,6-dimetil-naftaleno 156
25.32 1443 1443°¢ 1,4-dimetil-naftaleno 156
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25.40 1446 ) dimetil-naftaleno (isomero) 156

25.80 1464 - dimetil-naftaleno (isomero) 156
26.20 1477 1459° 1,2-dimetil-naftaleno ou 156
2,3-dimetil-naftaleno
26.34 1483 1462 2,6,10-trimetil-tridecano 226
27.25 1500 1500 n-Pentadecano 212
29.62 1600 1600 n-Hexadecano 226
30.70 1656 1649¢ 2,6,10-trimetil-pentadecano 254
31.86 1700 1700 n-Heptadecano 240
32.02 1708 1707 2,6,10,14-tetrametil-pentadecano 268
(pristano)
33.99 1800 1800 n-Octadecano 254

Obs.: Estdo descritos apenas os compostos em carater majoritario. (ADAMOVA et al, 2005);
®(SANDERCOCK et al, 2003); ¢ (SONG et al, 2003); ¢ (KENIG et al, 2005).

Com base nos resultados obtidos, percebe-se que os microrganismos presentes no
consorcio utilizado tiveram preferéncia por hidrocarbonetos de cadeia normal Ci4 a Cis: n-
Tetradecano; n-Pentadecano; n-Hexadecano; n-Heptadecano e n-Octadecano (assinalados com
asteriscos - Figura 28), visto que, hidrocarbonetos de cadeia linear sdo mais facilmente
biodegradados por microrganismos. Segundo Maeng et al, (1996) trés mecanismos metabolicos
sdo conhecidos para degradagdo mcrobiana de n-alcanos: a- monoterminal oxidagdo comun em
Pseudomonas spp., b- biterminal oxidagdo conhecido em varias especies de fungos e bacterias e
c- subterminal oxidagdo identificado em Nocardia spp.. Os compostos aromaticos, como 0s
derivados do naftaleno, apresentam uma maior dificuldade a biodegradacdo microbiana. A
existéncia de um anel aromatico estabiliza a molécula, pois as duplas ligacdes ddo uma alta
resisténcia ao ataque microbiano, alem disso, esses compostos aromaticos identificados
apresentam uma toxicidade maior aos microrganismos, quando comparados aos hidrocarbonetos
de cadeia linear. Os compostos isoprendides também apresentaram certa recalcitrancia quando
comparados aos hidrocarbonetos lineares. O pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) por
exemplo, € extremamente resistente a biodegradagcdo devido as suas ramificagdes (RONTANI &

GIUSTI, 1996).
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Como houve um completo desaparecimento dos compostos presentes no headspace no
final dos ensaios de biodegradacdo, ndo foi identificado subprodutos formados durante o

Pprocesso.

5.5 INVESTIGACAO DA FORMACAO DE SUBPRODUTOS DURANTE O PROCESSO
DE BIODEGRADAGCAO DA GASOLINA

Para este estudo foi realizada a extragdo dos componentes totais dos experimentos de
biodegradagdo e controle por extra¢do liquido-liquido. O solvente acetato de etila foi escolhido
devido a sua capacidade de extrair compostos de baixa e alta polaridade, permitindo o estudo de
uma ampla classe de compostos que inclua os compostos naturais da gasolina e possiveis
metabolitos do processo de biodegradagdo, como por exemplo, aldeidos e adlcoois. Este processo
de extracdo foi aplicado a uma batelada de testes monitorados ao longo de um més sendo
coletadas vinte amostras, incluindo ensaios e controle. Os extratos obtidos foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A partir da analise obtida ndo foi
observado produtos de biodegradacdo de rota de metabolismo aerdbio, ou seja, compostos
oxidados. A ndo observagdo de produtos do metabolismo ¢ um indicio que os metabdlicos nao
estdo sendo disponibilizados no meio, portanto ¢ provavel que esteja ocorrendo a completa
mineralizacdo, através do ciclo de Krebs, levando a produgdo de CO, e H,O, como ¢ observado
em bactérias gram-negativas como Pseudomonas putida (HAMME et al, 2003).

Maeng et al, (1996) relatam que apesar do significante consumo de n-alcanos por
Acinetobacter sp nenhum alcano hidroxilado foi detectado nos extratos celulares, segundo este
estudo Acinetobacter sp degradam n-alcanos pelo ataque de dioxigenases que levam a formagdo
de hidroperoxidos de n-alquil, que sdo subsequentemente convertidos a aldeido via peracido. A
enzima dioxigenase isolada de Acinetobacter sp foi capaz de oxidar alcanos de 10 a 30 atomos de
carbono, alcenos (Cj» a Cy) e alguns compostos aromaticos alquilados, mas ndo alcanos

ramificados como os isoprendides.
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56 INVESTIGACAO DA POTENCIALIDADE DE UM CONSORCIO DE
MICRORGANISMO DEGRADADOR DE EUGENOL PARA DEGRADAR BTXs

Em um estudo que avaliava consorcios de microrganismos para a biotransformagdo de
eugenol' (que vem sendo desenvolvido no Laboratério de Biogeoquimica Ambiental Wolfgang
C. Pfeiffer da Universidade Federal de Rondonia-UNIR) foi selecionado um consoércio capaz de
rapidamente biodegradar este substrato. Devido ao eugenol ser composto monoaromatico isto
despertou a expectativa deste consorcio apresentar potencial para biodegradar outros compostos
monoaromaticos, como os BTXs. Entretanto, quando o BTXs foi utilizado como unica fonte de
carbono, ndo foi observado o crescimento do consorcio de microrganismos o que indica que estes
compostos ndo foram utilizados como fontes de carbono por este microrganismo, podendo
também serem toOxicos para estes microrganismos. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados por Maeng et al, (1996) que indica que a dioxigenase de Acinetobacter sp e capaz de

oxidar compostos aromaticos alquilados (como eugenol).

! Este estudo e resultados fazem parte do projeto de pesquisa de iniciacao cientifica de Leidiane C Lauthartte —
PIBIC — UNIR.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho investigou a desempenho do referido consércio frente a degradacao
de gasolina e diesel tendo produzido importantes informacdes para o emprego pratico deste
consorcio. Os resultados finais mostram que os consorcios MCD; e MCG; biodegradam os
componentes do diesel e gasolina, respectivamente. Durante o monitoramento foi observado a
degradacdao para os compostos presentes na faixa de destilagdo da gasolina e do 6leo diesel,
ambos a uma concentragao de 1000 ppm.

Percebe-se que os microrganismos de ambos os consorcios tiveram uma preferéncia por
hidrocarbonetos lineares: n-Dodecano, n-Tridecano, n-Tetradecano, n-Pentadecano, n-
Hexadecano e n-Heptadecano.

O pristano apresentou-se resistente a biodegradagdo devido as suas ramificagdes,
enquanto que o composto identificado como 1,6-dimetil-naftaleno, apesar de ser um composto
aromatico, foi degradado pelo consorcio MCD7 apos 21 dias de monitoramento.

De acordo com o sequenciamento e os testes bioquimicos o microrganismo Acinetobacter
Baumannii foi detectado nas amostras de agua residuaria coletada nas proximidades de uma
distribuidora de combustiveis da cidade de Porto Velho — RO.

Este trabalho ¢ uma contribuicao direta para o desenvolvimento regional de Porto Velho,
na area ambiental, agrupando um conjunto de técnicas e desenvolvimento cientifico para

aplicagdo de biodegradagao.
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7. SUGESTOES

. Isolar e identificar microrganismos que participam da biodegradagao de gasolina;

. Realizar ensaios de biodegradagdo com o microrganismo isolado do consorcio MCD;
(Acinetobacter Baumannii) e comparar com os estudos de biodegradacdo realizados com

o consorcio MCDy7;

. Realizar ensaios de biodegradagdo com outros petroderivados utilizando o microrganismo
isolado;
. Devido a grande toxicidade de compostos BTXs, ¢ de extrema importancia estudos de

biodegradagdo no intuito de avaliar a eficiéncia da Acinetobacter Baumannii frente a estes

poluentes;

. Montagem de um bioreator para avaliar a eficiéncia da biodegradagdo em um macro-

sistema
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