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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DEGRADADORAS
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Co-Orientador: Rodrigo J. S. Jacques

RESUMO

Compostos monoaroméaticos conhecidos como BTX (benzeno, tolueno e os
isbmeros do xileno) estdo presentes na gasolina e apresentam caracteristicas
peculiares como uma maior solubilidade em agua, alta volatilidade, dificil
degradacdo e potencial de toxigenicidade. A gasolina comercial brasileira se
diferencia das demais por conter 24 % de etanol em sua composi¢cdo, aumentando
a solubilidade do BTX em &agua, através do efeito de co-solvéncia. Para a remocéao
de gasolina de areas contaminadas pode-se utilizar microrganismos com potencial
de degradacdo bem como de producdo de biossurfactantes, aumentando a
disponibilidade da gasolina no solo ou na agua. O presente trabalho teve como
objetivo isolar e caracterizar bactérias com potencial para degradar gasolina
comercial, bem como produzir surfactantes. Desta forma, foram isoladas 37
bactérias de solos contaminados com gasolina, sendo que para cinco destes
isolados foram determinados a cinética de crescimento, medidas de pH,
degradacédo do etanol, do BTX e dos isdbmeros do C9 na gasolina comercial, bem
como a degradacdo do etanol puro e a producédo de biossurfactantes. Os isolados
UFRGS02 e UFRGS04, UFRGS09 e UFRGS10 foram identificados como
Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente, através do
sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S. Na presenca de gasolina
comercia, apos 24 horas, o isolado bacteriano UFRGS02 degradou 100 % o etanol;
39,9 % o tolueno; 67,0 % os isébmeros do xileno e 0,6 % os isébmeros do C9. O
isolado UFRGS10 degradou 100 % o etanol; 14,5 % o benzeno; 67,0 % o tolueno e
5,9 % os isdbmeros do xileno. Estes isolados, apos 24 horas, na presenca do
mesmo substrato, reduziram a tenséo superficial do meio de 70,2 para 44,4 e 40,6
mN m™, respectivamente. O isolado UFRGS10 apresentou, apés 18 horas, 0s
maiores valores de indice de emulsificacdo (61,5 %) na gasolina comercial. Foi
verificado que ocorreu a degradacdo preferencial do etanol frente aos
hidrocarbonetos da gasolina comercial, em meio mineral. Dependendo do isolado,
diferentes percentuais de degradacdo foram obtidos para os compostos BTX e
isbmeros do C9 em 24 horas. Também foi verificado que houve producdo de
biossurfactantes durante a biodegradacdo da gasolina, pelas bactérias
selecionadas.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF DEGRADING BACTERIA IN
COMMERCIAL GASOLINE"
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ABSTRACT

Monoaromatic compounds known as BTX (benzene, toluene and xylems) are
present in gasoline and present peculiar characteristics like higher solubility in
water, high volatility, difficult degradation and potential genotoxicity. The Brazilian
commercial gasoline differs from other gasolines by containing 24% of ethanol in its
composition, increasing the BTX solubility in water through the co-solvency effect. In
order to remove gasoline from contaminated areas microorganisms with degradation
potential and production of biosurfactants, which increase the availability of gasoline
in soil and water, can be used. The present work aimed to characterize bacteria with
potential to degrade commercial gasoline as well as producing surfactants. A total of
37 bacteria from soil contaminated with gasoline were isolated and in five of these
isolates the growth kinetics; the pH; the ethanol, BTX and commercial gasoline C9
isomers degradation; pure ethanol degradation and biosurfactants production were
determined. The isolates UFRGS02, UFRGS04, UFRGS09 and UFRGS10 were
identified as Pseudomonas putida and Pseudomonas aeruginosa, respectively,
through the RNA ribosomal 16S gene sequencing. After 24 hours in the presence of
commercial gasoline the bacterial isolate UFRGS02 degraded 100% of the ethanol;
39.9% of the toluene; 67.0% of the xylems and 0,6% of the C9 isomers. The isolate
UFRGS10 degraded 100% of the ethanol; 14.5% of the benzene; 67.0% of the
toluene and 5.9% of the xylems. After 24 hours, these isolates, in the presence of
the same substrate, have reduced the surface tension from 70.2 to 44.4 and 40.6
mN.m™, respectively. After 18 hours, the isolate UFRGS10 presented the highest
emulsification indexes (61.5%) in commercial gasoline. A preferential degradation of
ethanol when compared to the gasoline hydrocarbons has been verified in mineral
medium. Depending on the isolate, different degradation percentages for BTX and
C9 isomers were observed over a 24 hour period. The production of biosurfactants
by the selected bacteria was also observed during the gasoline biodegradation.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes decorrentes de vazamentos e derrames de petroleo ou de
seus derivados tém preocupado a industria, o Poder Publico e a sociedade civil.
Entre os derivados, a gasolina merece destaque, pela periculosidade no solo ao
entrar em contato com a agua subterranea ou pela possibilidade de explosdes.

No Brasil, a preocupacdo com 0 armazenamento subterraneo de gasolina
acentua-se com o passar dos anos, uma vez que a maioria destes tanques foram
construidos na década de 70 e colocados em contato direto com o solo, sem
nenhuma protecado. A vida util média prevista foi de 25 anos, o que alerta para o
aumento da ocorréncia de vazamentos no pais, resultando em graves problemas
ambientais pela contaminacdo do solo, do subsolo e conseqiientemente da agua
subterrdnea. O estado de S&o Paulo atravées da Companhia Estadual de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) divulgou um levantamento sobre
atividades poluidoras, em novembro de 2006, mostrando que o0s postos de
combustiveis contribuem com 74% (1.352 casos) no numero total de areas
contaminadas registradas naquele estado por esta atividade. Este levantamento é
resultado da acéao rotineira de fiscalizacdo e do desenvolvimento do programa de
licenciamento para esta atividade.

A gasolina pode apresentar diferentes composi¢cdes devido a procedéncia
do petréleo, mas os hidrocarbonetos que causam maior preocupacdo sao 0s
compostos monoaromaticos chamados compostos BTEX, que s&o o benzeno,
tolueno, etilbenzeno e os trés isbmeros de posi¢cdo do xileno. Estes contaminantes
sdo considerados substancias perigosas por serem depressores do sistema

nervoso central e por causarem leucemia em exposi¢cdes cronicas. Dentre os



BTEX, o benzeno é considerado o mais toxico e € o mais sollvel em agua, com
solubilidade de 1,791 mg L™ sendo o limite de potabilidade exigido pelo Ministério
da Saude para este composto é de 5 ug L™,

Além disto, a gasolina brasileira tem a peculiaridade de conter 24% de
etanol, o que a torna diferente da gasolina dos outros paises. No caso de
vazamentos em estagio avancado de tanques subterraneos de gasolina, o etanol
presente neste combustivel, sendo ele completamente miscivel em agua, facilitara
a extensdo da contaminacdo (ou da pluma de contaminacéo), devido a migracao
preferencial & fase aquosa. E possivel que uma concentracéo alta de etanol facilite
a transferéncia de hidrocarbonetos aromaticos mais solUveis, como os BTEX, para
a fase aquosa, aumentando as concentracdes destes contaminantes na agua
subterranea, processo denominado de co-solvéncia.

A grande maioria das pesquisas que dedicam-se ao estudo dos impactos
ambientais da gasolina estdo relacionadas as contaminacbes das aguas
subterraneas. Para isto € necessario que a gasolina migre através do solo, que é o
meio que suporta as instalacdes de armazenamento de combustiveis e que
primeiramente recebe o vazamento. Neste sentido, os projetos de remediacdo de
solos e aguas subterraneas devem sempre considerar 0s ecossistemas em que
estdo inseridos. Muitos projetos normalmente se baseiam em processos apenas
de remocado fisica das fases contaminantes. Porém para o sucesso de um projeto
de remediacdo de uma dada area é necessario iniciar avaliagdo com um extenso
trabalho de levantamento hidrogeoldgico, geoquimico e microbiolégico do local e
conhecimento detalhado das propriedades fisicas e quimicas do contaminante. As
condi¢cbes devidamente estudadas irdo nortear ndo apenas a melhor tecnologia de
extracdo ou eliminacdo dos contaminantes a ser usada, como também
determinardo se a biodegradacao dos poluentes sera possivel, o que normalmente
pode ocorrer com ou sem o0 estimulo da populacdo microbiana do local. Para
remediar as areas impactadas por derrames de gasolina pode-se utilizar diversas
tecnologias como a extracdo de vapores, injecdo de ar, extragdo multifasica, todas
com alto custo de implementacéo e operacao.



A biorremediacdo conta com o processo de degradacdo dos compostos
organicos constituintes dos combustiveis pelos microrganismos do local impactado
e trata-se de uma alternativa viavel, de baixo custo de operacdo e instalacéao.
Entre as estratégias usadas para a biorremediacdo de gasolina, destacam a
biorremediacéo passiva (atenuagédo natural monitorada) e a bioestimulagdo. O uso
da atenuacdo natural monitorada, ao contrario do que se possa imaginar, nao
simboliza passividade: o combustivel ou um dado contaminante é biodegradado
pelos microrganismos nativos. Afora o fato de ser largamente empregada em
paises mais desenvolvidos, tem eficiéncia comprovada em varios casos, e ainda
constitui-se em uma solucéo viavel do ponto de vista ambiental e econdmico. Na
bioestimulacdo, a microbiota degradadora recebe nutrientes inorganicos e ou
receptores de elétrons (oxigénio, sulfato,nitrato) para estimular o seu crescimento.

Em determinados vazamentos, os compostos da gasolina podem associar-
se com a fase solida do solo (principalmente a matéria organica) ou alguns deles
podem ser pouco sollveis (principalmente os de cadeia mais longa), o que resulta
em baixa biodisponibilidade dos poluentes aos microrganismos, uma vez que
estes somente absorvem compostos que estejam dissolvidos na agua. Para
superar esta limitagcdo, os microrganismos podem produzir biossurfactantes, que
sdo moléculas constituidas de uma fracdo polar e uma apolar, que aumentam a
disponibilidade dos poluentes apolares na agua por reduzirem a tenséo interfacial
entre os dois liquidos, facilitando a formacao de microemulsdes.

Neste sentido, os objetivos deste estudo foram isolar e caracterizar
bactérias obtidas a partr de amostras de solos contaminados com
hidrocarbonetos e gasolina; avaliar em meio liquido (meio mineral) se existe a
degradacao preferencial de etanol pelas bactérias bem como da fragcdo BTX e C9,
utilizando como fonte de carbono a gasolina comercial (Qque contém etanol) e o
etanol puro e avaliar a producdo de biossurfactantes pelos microrganismos

durante a degradacéo destes combustiveis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gasolina comercial brasileira

A gasolina é um derivado do petroleo produzido na faixa de destilagcdo que
varia de 30 a 220 °C, formada por uma mistura de diversos tipos de
hidrocarbonetos: parafinicos (cadeias lineares com ligacdes simples), naftalénicos
(cadeias fechadas com ligagcdes simples), aromaticos (cadeia fechada com
ligacdes duplas alternadas 2n+2) e mistos, com 4 a 10 4tomos de carbono. No
total a gasolina pode apresentar mais de 230 compostos (Cunha, 1996; Marchal et
al., 2003). Nessa mistura complexa de hidrocarbonetos alguns compostos
apresentam diferentes graus de volatilizacdo e solubilidade, com cadeias
carbbnicas compreendidas na faixa de 5 a 10 carbonos por molécula (Morais &
Tauk-Tornisielo, 2004).

No Brasil, € utilizada uma gasolina diferenciada, pois trata-se de uma
mistura de 76% de gasolina e 24% de alcool etilico (etanol). O teor de alcool na
gasolina é especificado pela Agéncia Nacional do Petroleo — ANP, e € objeto de lei
federal. A gasolina que comp®de essa mistura é produzida, em sua grande maioria,
pelas refinarias da Petrobras. A gasolina proveniente das refinarias é armazenada
nos terminais de distribuicdo e recebe a adicdo de 20 a 24% de etanol, no

momento que é colocada nos caminhdes-tanque.

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas da gasolina

A gasolina apresenta uma composicdo quimica muito diversificada e
algumas propriedades fisicas importantes que sempre devem ser consideradas na
avaliacdo durante um cenario de contaminacdo ambiental. Serdo abordadas



alguns aspectos com relacdo a densidade, viscosidade, pressdo de vapor e
solubilidade.

2.1.1.1 Densidade: a densidade é definida como massa por unidade de
volume. A densidade da gasolina é de 0,75 g mL™, seu valor é inferior a densidade
da agua que é de 0,998 g mL" a 15°C, fazendo com que em um possivel
vazamento, esta flutue sobre a agua. A gasolina é classificada como LNAPL (“light
non-aqueous phase liquids”), isto € fase liquida imiscivel leve ou menos densa que
a agua. A densidade da gasolina varia em funcdo da sua composicdo e
temperatura, ja a densidade do etanol é de 0,79 g mL™, também inferior a da

agua.

2.1.1.2 Viscosidade: é aresisténcia que um gas ou liquido oferece ao fluxo.
Um aumento na temperatura tende a baixar a viscosidade e pode causar uma
mobilidade maior da gasolina no solo. Quando o etanol é adicionado a gasolina,
também ocorre a diminuicdo de sua viscosidade, com conseqiente aumento da
sua mobilidade.

2.1.1.3 Pressédo de vapor e Solubilidade: a pressdo de vapor p; é a
pressdo do composto organico puro com seu préprio vapor a uma determinada
temperatura. E o parAmetro que mede a volatilidade de um composto. A pressio
de vapor de uma substancia € menor em misturas do que o composto puro, este
comportamento € dado pela Lei de Raoult. A solubilidade de um composto
guimico € a maxima concentracdo deste composto que vai se dissolver na agua
pura em uma temperatura especifica. A solubilidade das misturas € uma das
propriedades que afetam o transporte dos compostos quimicos no meio ambiente.
Os compostos quimicos presentes na gasolina apresentam varios graus de
solubilidade em agua. Alguns aditivos como os éalcoois sdo altamente sollveis,
outros componentes como o benzeno, etilbenzeno e os isdbmeros do xileno séo

menos sollveis.



Tabela 1. Caracteristicas dos compostos BTEX a 20 °C.

Composto Formula Peso Solubilidade  Densidade
molecular (mg L™) (g mL™)
Benzeno CeHs 78 1780 0,87
Tolueno CeHsCH3 92 515 0,87
Etil-benzeno CeHsC2Hs 106 150 0,86
Xileno CesHa(CHs3)2 106 175 0,86

Fontes: Ferreira (2003) e FISPQ (2005)

2.1.2 Utilizacao de aditivos na gasolina

As necessidades mundiais de criar alternativas para a redu¢do do consumo
dos combustiveis derivados do petréleo levaram a adicdo de produtos oxigenados,
como os alcoois e éteres, na gasolina automotiva (Silva Santos, 1998). Hoje esta
adicao se justifica ainda mais pelos problemas ambientais ja constatados devido a
emissdo de enormes quantidades de CO, na atmosfera pelos combustiveis
fosseis. Desde janeiro de 1992, a gasolina brasileira é isenta de chumbo. O
chumbo era utilizado mundialmente para aumentar a octanagem da gasolina, mas
por questdes ambientais, foi sendo gradualmente eliminado. Para a caracterizacao
de gasolinas, utiliza-se no mundo inteiro a octanagem. A octanagem mede a
resisténcia da gasolina a detonacéo, que se for baixa, pode perder a poténcia e
causar danos ao motor (Ferreira, 2003).

Em agosto de 1999, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
recomendou a eliminacdo gradual, porém em curto prazo (até 4 anos), do uso de
MTBE (éter metilico terc-butilico) na gasolina em todo o pais. Estas medidas
foram reforcadas, em janeiro de 2000, quando o presidente norte-americano
declarou apoio para a producdo de combustiveis limpos e renovaveis. Enfatizando
a importancia do alcool etilico como o mais correto oxigenado a ser adicionado a
gasolina, para reduzir a poluicdo do ar, combater o efeito estufa e desenvolver a

agroindustria (Szwarc, 2000).



2.1.3 Toxicidade

Os hidrocarbonetos monoaromaticos presentes na gasolina como o
benzeno, tolueno, os isdbmeros do xileno e etilbenzeno (fracdo aromatica),
chamados compostos BTEX, sdo considerados agentes carcinogénicos. No caso
de um derrame, estes serdo 0s componentes que primeiro irdo atingir o lencol
fredtico, pois apresentam a maior solubilidade em &gua. Devido a sua toxicidade,
0s BTEX séo citados na maioria das listas de referéncia para agua potavel. Neste
sentido, o benzeno é considerado o mais toéxico, com o padrédo de potabilidade de
5 ug L™, definido pelas normas do Ministério da Saude (Corseuil & Marins, 1997;
Morais & Tauk-Tornisielo, 2004; Corseuil et al.; 2004; Tiburtius & Peralta-Zamora,
2004).

As intoxicagbes causadas pela ingestdo de gasolina provocam sinais e
sintomas que incluem falta de coordenacdo, agitacdo, excitacdo, confusao,
desorientacdo, ataxia, delirio e finalmente coma, que pode estender-se por
algumas horas ou varios dias. A inalacdo de concentracfes altas de vapores da
gasolina como, por exemplo, por trabalhadores que limpam tanques de
armazenamento e/ou que trabalham como frentistas, pode causar morte imediata
ou em algumas horas. Os vapores da gasolina sensibilizam o miocéardio, de forma
gue quantidades pequenas de epinefrina circulante podem desencadear fibrilacado
ventricular (muitos hidrocarbonetos exercem essa acéo). As concentracdes altas
do vapor da gasolina também podem causar depresséo rapida do sistema nervoso
central e Obito devido a insuficiéncia respiratoria (Klaassen, 2003). Segundo
Spinelli (2005), estudos em cobaias mostraram que a inalacdo de concentracdes
altas por algumas horas, podem desenvolver pneumonite.

Depois de uma exposi¢cdo aguda a uma grande quantidade de benzeno, por
ingestdo ou inalacdo dos vapores concentrados, o efeito toxico principal ocorre no
sistema nervoso central (Cairney et al., 2002). As células da medula 6ssea que se
encontram nas fases iniciais do desenvolvimento sdo as mais sensiveis ao
benzeno e a parada da maturacdo acarreta deplecdo gradativa das células
circulantes. O tolueno é depressor do sistema nervoso central e concentracdes



baixas causam fadiga, fraqueza e confusdo, podendo levar a arritmias
ventriculares, inibicdo do reflexo vagal, depresséao respiratoria e anoxia.

Spinelli (2005) estudando os efeitos da exposicdo de ratos a gasolina
evidencia que a toxicidade do benzeno esté relacionada ao seu metabolismo. Os
metabolitos envolvidos sé&o o fenol, a hidroquinona, o catecol e provavelmente o
oxido de benzeno. Inicialmente ocorre a formacdo do diéxido de benzeno, com
meia-vida de 8 minutos no sangue de ratos, sugerindo que transloque-se do
figado para a medula 6ssea. Uma vez que este 0xido é um composto eletrolitico
estavel, pode contribuir diretamente para a toxicidade do benzeno. Um outro
mecanismo de toxicidade proposto é a metabolizacdo da hidroquinona na medula
0ssea, produzindo a p-benzoquinona, que seria a responsavel pelos efeitos
leucemogénicos. Experimentos in vivo, entretanto, mostraram que o fenol ou a
hidroquinona sozinhos ndo causam lesdes significativas & medula éssea em ratos,
apenas quando em conjunto.

De acordo com as informacdes cientificas obtidas de estudos realizados
com cobaias (ratos) apos exposi¢do a gasolina por um determinado tempo, foram
detectados tumores nos rins e pulmdes. Por isso, estes compostos séo utilizados

como indicadores de poluicdo em ambientes contaminados (Cunha, 1996).

2.2 Contaminacado ambiental por postos de combustiveis

Os problemas com o armazenamento subterrdneo de combustiveis
(gasolina e 6leo diesel) tem alertado aos que estocam incorretamente o
combustivel e aos 6rgdos ambientais, pois as conseqiiéncias ao longo do tempo
podem comprometer o solo, o subsolo e os aquiferos naturais. No Brasil, os
impactos ambientais envolvendo derrames acidentais, provocados especialmente
por gasolina, durante 0 armazenamento, ocorre com 0s tanques de estocagem
subterrdneos que apresentam problemas de corrosdo e vazamento nos primeiros
20 anos apos a instalacdo, o que aumenta a ocorréncia de areas contaminadas
devido a vazamentos (Corseuil & Martins, 1997).

Neste sentido, o Estado de S&o Paulo através da CETESB (Companhia de

Tecnologia Ambiental do Estado de S&o Paulo) foi pioneiro em disponibilizar o



levantamento sobre atividades poluidoras, destacando-se o0s postos de
combustiveis com o registro de 1.352 casos. O conhecimento sobre o nimero de
casos é resultado da acédo rotineira de fiscalizacdo e do desenvolvimento do
programa de licenciamento. O preocupante nimero de ocorréncias nesta atividade
deve-se a vazamentos causados pela falta de manutencao de equipamentos, pela
deterioracdo de tanques e tubulacdes e, também, por falhas operacionais
decorrentes do despreparo dos profissionais que atuam nesses estabelecimentos
(CETESB, 2006). Desta forma, os postos de gasolina, em sua maioria, estao
sendo obrigados a adotar tecnologias de remediacdo, além de precisarem
substituir os tanques antigos por outros de parede dupla.

A Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Porto Alegre, RS (SMAM)
possui um programa implantado na década de 90 que recebe denudncias de
vazamento de combustivel em postos de servicos. Os fiscais da Secretaria
Municipal do Meio Ambiente (SMAM), ap6s a notificacdo, sdo orientados a
interditarem o posto de combustivel que funciona sem licenca ambiental e exigir a
apresentacdo da andlise da agua subterranea e do solo para verificar a existéncia
de contaminacdo. Para retomar a venda de combustivel € necessério apresentar
um projeto prevendo medidas para cessar os danos causados. Esta acdo €
resultado de um estudo desenvolvido em 2005 para regularizacdo dos Sistemas
de Armazenamento SubterrAneo de Combustiveis, basicamente dos tanques de
combustivel. O trabalho foi realizado pela Equipe de Controle da Poluicdo do Solo
da SMAM e visa exigir o cumprimento da legislacdo em vigor, relativa ao
licenciamento ambiental, controlando essas atividades ininterruptamente.

Os estabelecimentos que incorreram em infragdes tais como: a
contaminacdo do solo e das aguas, paralisacdo das medidas de remediacdo de
danos exigidas pela SMAM, sem aviso prévio a secretaria e operacdo sem licenca
ambiental, serdo interditados. Atualmente existem em Porto Alegre 318 Sistemas
de Abastecimento Subterrdneo de Combustiveis, dos quais 90% (287) localizam-
se em postos de abastecimento e os demais em empresas de 6nibus, garagens,
transportadoras e clubes. Desse total, 23% possui licenga ambiental em vigor e



10

9,5% nunca encaminharam pedidos de licenciamento a SMAM, sendo que o0s
demais possuem processo em andamento. (Comunicacao Social, SMAM, 2006).

Um vazamento expde a populacdo a iminente risco de seguranca, gera
danos ambientais, como a contaminacdo do solo, subsolo, 4guas subterraneas e
poluicdo atmosférica. Desde maio de 1992, a SMAM também condicionou o
licenciamento de novos postos de abastecimento e de empresas que utilizam
tanques subterrdneos de combustivel a implantacdo de sistemas de protecédo e
deteccdo de vazamentos. Em 1996 todos estes condicionantes foram
incorporados ao Decreto Municipal N° 11.423-96 que institui a obrigatoriedade do
atendimento dos seguintes itens: caracterizacdo do solo e subsolo;
comportamento hidrolégico do empreendimento; descricdo das condicbes de
assentamento dos tanques; discriminacdo dos equipamentos de monitoramento
para a deteccdo de vazamentos; tanques subterraneos de paredes duplas e de
tubulacdes flexiveis e encamisadas. Somente apés o atendimento dos dispositivos
do decreto, ocorre a aprovacao dos projetos de viabilidade para a implantacdo das
atividades.

Os problemas com infiltracbes de combustiveis no solo, devido a corrosao
dos tanques, em geral, sdo detectados em estdgios avancados. A legislacdo
americana, através de orgdos como a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), tem
proposto algumas medidas como:

a) o uso de tanques de paredes duplas, visando conter o depoésito
propriamente dito;

b) protecéo catodica;

c) utilizacdo na confecgcdo dos tanques, de material resistente a corroséo e
de conhecida compatibilidade com a substancia estocada e, principalmente,
medidas preventivas contra vazamentos resultantes de corrosdo ou de falhas
estruturais e operacionais durante a vida do tanque (Uller, 1996).

Com relacdo as medidas de protecédo contra a corrosdo dos tanques, estao
envolvidas tecnologias diversas, que incluem o emprego de revestimentos
convencionais a base de tintas, revestimentos espessos a base de fibra de vidro,

protecao catodica e a propria construcdo do tanque inteiramente em fibra de vidro
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(Uller, 1996). O aparecimento de vazamentos é, principalmente, causado por
perfuracbes das paredes dos tanques, pelo fato de estes possuirem maior
exposicao da superficie metalica no solo. Alguns fatores como os procedimentos
de fabricacdo, aplicacdo de revestimentos, transporte e instalacdo dos tanques,
sdo fundamentais para o perfeito funcionamento dos equipamentos durante o

armazenamento (Uller,1996).

2.2.1 Analise de Risco:

A recuperacdo de solos e aguas subterrdneas impactadas por acidentes
envolvendo petrdleo e seus derivados, geralmente envolve altos custos e longos
periodos de tempo. Neste caso, a ado¢cdo de critérios como o seguido para a
exigéncia de potabilidade de 4gua ndo € adequada, uma vez que grandes gastos
podem ser feitos em locais de poucos riscos ao ambiente (Corseuil & Marins,
1998). Frente a necessidade de implantacdo de regras especificas para a
avaliacdo da contaminacdo principalmente de solos, paises como os Estados
Unidos e a Holanda, desenvolveram metodologias de avaliacdo de areas
impactadas. Neste sentido, é levado em consideracdo a analise de risco, como
ferramenta na tomada de decisGes, onde o0s padroes sdo estabelecidos,
considerando-se as condi¢cdes e os riscos do local contaminado. Segundo
Schneider (2005) devido aos altos custos envolvidos nos processos de
recuperacdo de uma area impactada a tomada de decisdes sobre as metas de
remediacdo geralmente é baseada nos resultados obtidos em Avaliagdes de
Riscos a Saude Humana e ao Meio Ambiente. Neste sentido, a avaliacdo de riscos
fornece o embasamento cientifico necessério para a tomada de decisbes que
priorizem as areas a serem remediadas em funcdo do risco admissivel para o
local, como a concentragdo de um dado poluente.

No Brasil o custo de remediacdo de uma area contaminada em uma regiao
central de uma cidade custa em média 20% do valor do terreno recuperado. Com
excecdo do Estado de Sdo Paulo que possui uma proposta de metodologia de
avaliacdo de risco em carater preliminar, os outros Estados ndo possuem
metodologias regulamentadas. Os orgdos de controle ambiental no Brasil tém
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aceitado e recomendado a avaliagdo de riscos baseada nas metodologias de
outros paises como os Estados Unidos, Canada, Alemanha e Holanda. Neste
sentido, a Norma Americana ASTM E 1739-95 (“Standard Guide for Risk-basead
Corrective Action for Petroleum Releases”) conhecida também por RBCA (Acéo
Corretiva Baseada no Risco) € uma das principais referencias metodolégicas
utilizadas no Brasil, para derramamentos de petroleo e derivados. Segundo esta
metodologia, o risco é definido como sendo a probabilidade de um individuo em
uma populacdo sofrer efeitos em funcdo da exposicdo a um contaminante,
considerando as principais vias de exposicdo como o contato dérmico, a ingestao
ou a inalacdo de vapores ou a poeira (Schneider, 2005). As atividades basicas de
avaliacdo dos riscos sdo a identificacdo dos principais contaminantes e dos
receptores, analise de exposicdo, analise dose-resposta, quantificacdo e
gerenciamento dos riscos.

Na avaliacdo do risco de uma é&rea impactada por derramamento de
petréleo e derivados sdo necesséarias informacdes sobre a distribuicdo dos
contaminantes, no solo e aguas subterraneas, dados sobre os niveis de exposicéo
dos receptores e toxicidade dos compostos quimicos de interesse. Através de
analises quimicas do solo e da &gua subterrdnea sédo determinadas as
concentracdes dos contaminantes, sendo que a deteccao geralmente é conduzida
para os compostos de maior toxicidade e mobilidade.

No caso de um vazamento com gasolina no solo, os principais compostos
investigados sdo os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isébmeros do
xileno). Desta forma, se ocorrer um derramamento de gasolina é preciso saber se
existe o risco de a contaminacao atingir uma fonte receptora, como por exemplo,
um poco de abastecimento de agua. Neste caso, tecnologias de remediacao
deverdo ser conduzidas, tendo como critérios a definicdo de locais prioritarios
tanto para o setor (industrias e empresas) potencialmente poluidor como para os
orgaos de controle ambiental (Corseuil & Marins, 1998). Além da importancia para
definir a tecnologia a ser empregada, a fase de diagnéstico permite que o0s
responsaveis pela remediacdo cogitem ou ndo empregar processos para acelerar

a biodegradacao (biorremediac&o) ou até para deixar, em alguns casos possiveis,
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gue ocorra a atenuagcdo natural monitorada, quando o préprio meio, sem
interferéncia humana, se encarrega de degradar os poluentes ao longo dos anos.
O ultimo caso é possivel principalmente quando uma andlise consegue definir que
a contaminacdo nao representa riscos a sociedade a curto ou meédio prazo
(Schneider, 2005).

2.2.2 Remediacao de hidrocarbonetos

A remediacdo de ambientes contaminados tem como objetivo a recuperacao
de uma dada area contaminada aos niveis originais com a eliminacdo de possiveis
fontes subterrdneas e dos riscos toxicoldgicos. Qualquer projeto de remediacéo
deve iniciar por caracterizar a natureza e a extensao do risco de contaminacao e
avaliar as opcdes de remediacdo, através de um estudo investigatorio e de
viabilidade das técnicas disponiveis de remediacdo. Neste sentido, a opcédo por
uma técnica de remediacdo seja ela fisica, quimica ou biolégica deve atender as
concentracdes a serem alcangcadas no menor tempo possivel e que seja viavel do

ponto de vista ambiental e econdmico.

2.2.2.1 Técnicas de remediacéo

Uma grande variedade de processos fisico-quimicos e biologicos tém sido
utilizados na remocéao de hidrocarbonetos de petrdleo puros e dissolvidos na agua
subterranea. Além da importancia para definir a tecnologia a ser empregada, a
fase de diagnostico também permite que 0s responsaveis pela remediacéo
cogitem ou ndo empregar processos para acelerar a biodegradacéo
(biorremediacdo) ou até para deixar, em alguns casos possiveis, que ocorra a
atenuacdo natural monitorada, quando o proprio meio, sem interferéncia humana,
se encarrega de degradar os poluentes ao longo dos anos. O ultimo caso é
possivel principalmente quando uma analise consegue definir que a contaminacao
nao representa riscos a sociedade a curto ou meédio prazo.

Os tratamentos fisicos separam o material, tratando sem destrui-lo ou
modifica-lo quimicamente. Dentre eles podemos citar aspersdo de ar e adsorcao

em carvao ativado. Os métodos fisicos possuem varias limitacdes, entre elas
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pode-se destacar a alta porcentagem dos hidrocarbonetos que permanecem
retidos no solo (cerca de 50%), além do alto custo. Os métodos quimicos mais
utilizados sdo a extracdo de vapores do solo (SVE), recuperacéo do produto livre,
extracdo com solventes e extracdo multifasica. Estes métodos tém varias
desvantagens, entre elas, o0 alto custo e o grande impacto na paisagem. Segundo
Corseuil et al. (1998), todos estes processos podem ser implementados para
controlar o movimento de plumas (contaminantes) tratando aguas subterraneas e/
ou solos. Porém, longos periodos de tempo e alto custos estdo associados a
maioria dos processos utilizados para a remediacdo de areas contaminadas. A
biorremediacéo pode ser um processo de baixo custo e de tratamento in situ, mas
pode apresentar limitacdes devido as dificuldades no transporte de nutrientes ou

de receptores de elétrons e da degradacao propriamente dita dos contaminantes.

2.2.2.2 Biorremediacao

A biorremediacdo estd se tornando a tecnologia de escolha para a
remediacdo de muitos ambientes contaminados, especialmente areas
contaminadas com hidrocarbonetos oriundos de petrdleo. O processo de
biorremediacdo pode ser simples em termos de manutencdo, aplicavel em
grandes areas e com grande vantagem de conduzir a diminuicdo ou completa
destruicdo do contaminante (Cunha & Leite, 2000; Nyer, 1992; Malina et al., 2002).
Apés um derramamento acidental no solo de gasolina a microbiota autoctona
responde as mudancas ocorridas, adaptando-se com a funcdo de restabelecer as
condi¢cfes naturais do ambiente. Esta resposta pode ser lenta, sendo necessario a
otimizacdo das condigcdes ambientais para agilizar o processo. O balanceamento
ou compensacdo de certos nutrientes importantes ao metabolismo celular como
nitrogénio e fésforo, e o adequado fornecimento de oxigénio, estimulando a
degradacdo aerdbia, sdo condicbes fundamentais para aplicacdo da
biorremediacdo (Cunha, 1996). Dependendo das condi¢des hidrogeologicas do
local contaminado, a taxa de reacdo da biodegradacdo serd mais rapida ou mais
lenta.
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A biorremediacdo é por definicdo a utilizacdo de processo ou de atividade
biolégica para a transformacdo de contaminantes em substancias inertes
(Hollinger et al.,, 1997). Porém, para haver a degradacdo destes compostos
através de processos biologicos, € necesséario o atendimento de alguns critérios
como:

a) existéncia de microrganismos com capacidade catabdlica para degradar
0 contaminante;

b) disponibilidade e acessibilidade do composto ao ataque microbiano ou
enzimatico;

c) condicBes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do
agente biorremediador (Bewley, 1996).

Quanto ao local, a biorremediacdo pode ser realizada in situ e ex situ, onde
as técnicas in situ envolvem tratamento no local onde ocorreu a contaminacao,
enquanto que as técnicas ex situ envolvem a remocdo fisica do material
contaminado para realizacdo do processo de biorremediacdo (Skipper, 1999).
Depois de atendido os critérios e definido o local, sdo estabelecidas as estratégias
para a biorremediacao.

Entre as estratégias usadas para a biorremediacdo de combustiveis no
ambiente, destaca-se a biorremediacdo passiva, a bioestimulacdo, a
bioaumentacdo. Na biorremediacdo passiva ou intrinseca as fracdes de
hidrocarbonetos presentes nos combustiveis sdo biodegradadas pelos
microrganismos nativos do solo, ao passo que na bioestimulacdo a biota
degradadora recebe aporte de nutrientes entre outros, para estimular o seu
crescimento. A bioaumentacdo envolve a inoculacdo de culturas puras e ou de
consorcios microbianos, contendo microrganismos pré-selecionados, com
comprovada capacidade de degradacdo e competicdo, para degradar compostos
especificos (Struthers, 1998. Bento el al., 2005). A selecdo dos microrganismos
usados na bioaumentacdo ocorre em estudos in vitro, nos quais sdo avaliados o0s
potenciais metabdlicos para a maxima degradacdo (Kastner et al.,, 1998). Em
geral, a bioaumentacdo é mais apropriada para eliminar contaminantes muito

recalcitrantes, em contaminacfes recentes e onde se pretende acelerar a
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degradacado (Pradhan et al., 1998). Para selecéo de microrganismos degradadores
de determinados compostos, é necessario o crescimento em meio seletivo,

contendo o composto desejado.

2.2.3 Contaminacdo ambiental com gasolina:

A grande maioria das pesquisas que estudam os impactos ambientais da
gasolina estdo relacionadas as contaminacfes das aguas subterraneas. No
entanto, para este combustivel atingir estas aguas é necessario que ele passe
através do solo, que é o meio que suporta as instalagdes de armazenamento de
combustiveis e que primeiramente recebe o vazamento.

Neste sentido, a recuperacdo natural (atenuacdo ou intemperismo) das
areas que recebem o poluente é um processo que envolve a interacdo de
processos fisicos, quimicos e biolégicos de uma determinada area com o
contaminante. O simples monitoramento da extensdo (pluma) de uma
contaminacgdo, baseada no processo de atenuacdo natural pode ser suficiente
para indicar se fontes receptoras serdo atingidas. Segundo Corseuil & Marins
(1998), dados de campo de varios pesquisadores, tem demonstrado que o
processo de remediacdo natural limita bastante o deslocamento dos
contaminantes. A extensdo (pluma) da contaminac&o se deslocara em funcéo de
diversos processos como os de diluicdo, dispersdo, adsorcdo, volatilizacdo e
biodegradacéo que podem ocorrer isoladamente ou concomitantemente.

Apesar de a atenuacdo natural sempre ocorrer nas areas contaminadas,
seja por diluicdo, degradacdo ou retardamento das plumas de contaminacao,
muitas vezes ha como ajudar as bactérias a degradarem os poluentes de forma
mais rapida e eficaz. Normalmente, porém, trata-se de melhoramentos que
funcionam de maneira complementar a tecnologias de extrac&o fisica, como as de
bombeamento ou de volatilizacdo de compostos. Sera muito dificil encontrar um
sitio, sobretudo quando ha fase livre de contaminantes no subterraneo (o que
ocorre em quase todas as areas contaminadas), com potencial de ser “limpo”
apenas pela chamada biorremediacdo. Mesmo com as limitacdes, a técnica é

muito estudada e deve sempre ser cogitada. E é isso o que ocorre em alguns
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projetos no Brasil, em varios no exterior, tornando-se tema recorrente de estudos
académicos e gerando literatura técnica abundante. J4 se tornou de “dominio
publico”, por exemplo, que a biorremediacdo pode ocorrer em trés formas
distintas: aerdbia, anaerdbia ou co-metabdlica.

A ocorréncia de um determinado processo estd na dependéncia das
condicbes hidrogeoldgicas da area impactada, repercutindo principalmente no
processo de biodegradacdo. A biodegradacdo € a principal via de transformacao
dos hidrocarbonetos de petrdleo e a efetividade deste processo informara sobre o
deslocamento do contaminante na area impactada. Para que ocorra a
biodegradacédo é necessario que ocorra a sintese de enzimas pela microbiota do
ambiente poluido (Leahy & Colwell, 1990). Desta forma, existem mecanismos
inter-relacionados que podem contribuir para esta adaptacdo, como a inducao
elou repressdo de enzimas especificas, as altera¢cbes genéticas que resultam em
novas atividades metabdlicas e o enriquecimento seletivo de organismos capazes
de transformar os compostos (Cerniglia, 1993).

A degradacdo de véarios compostos aromaticos do tipo benzeno, o0s
isbmeros do xileno e tolueno sdo codificados por plasmideos, que podem ser
transferidos para microrganismos com ou sem capacidade limitada de utilizacédo
de alguns destes compostos. Desta forma, a exposicdo de populacdes
microbianas aos hidrocarbonetos pode conferir uma vantagem seletiva aos
microrganismos, que possuem plasmideos contendo genes catabdlicos,
resultando no aumento populacional destas espécies em relacédo aos demais.

O sucesso da biodegradacao durante a biorremediacdo esta relacionado a
diversidade metabdlica dos microrganismos e as limitagcfes intrinsecas, do local,
como deplecdo de aceptores de elétrons, nutrientes, pH, temperatura, além da
concentracdo de combustiveis. Para a degradacdo das fracdes de
hidrocarbonetos neste combustivel € necessario a bioestimulagdo com nutrientes,
onde se destacam o nitrogénio e fésforo como os mais exigidos. Uma relacéo
C:N:P de 70:5:1 é considerado uma condi¢ao 6tima de nutrientes para que ocorra
a biodegradacao de combustiveis (Bento et al., 2005).
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A biodegradacdo pode envolver muitos processos, diferindo drasticamente
na rota de degradacdo que pode ser seguida bem como das consequéncias. Por
exemplo, um combustivel pode ser mineralizado, e desta forma convertido
completamente a produtos oxidados como o dioxido de carbono. Porém, pode ser
transformado em outro composto toxico ou ndo; pode se acumular dentro de um
organismo; ser polimerizado ou ainda pode se ligar a materiais no solo,
sedimentos ou aguas. Mais de um destes processos pode ocorrer a0 mesmo

tempo para um Unico poluente.

2.2.3.1 Efeito da mistura etanol-gasolina e a co-solvéncia

Quando ocorre um derramamento e a gasolina entra em contato com a
agua, o alcool existente neste combustivel, sendo completamente miscivel em
agua, formara uma pluma de contaminag¢do na agua subterranea. Portanto, uma
alta concentracdo de etanol na agua pode facilitar a transferéncia dos BTEXs
presentes na gasolina para a fase aguosa, aumentando a solubilidade destes,
processo este denominado efeito de co-solvéncia (Cordazzo, 2000). Segundo
Corseuil & Fernandes (1999), a co-solvéncia aumenta de acordo com a maior
hidrofobicidade dos BTEX. Assim, quanto mais hidrofébico o contaminante e
guanto menor a solubilidade dos contaminantes da gasolina em agua, maior sera
o efeito do etanol no aumento da solubilizacdo destes compostos.

A principal consequéncia do efeito co-solvéncia € o aumento da magnitude
da contaminacdo pelo aumento da concentragcdo de contaminantes na agua, no
caso da gasolina comercial que através de um vazamento no solo pode entrar em
contato com a agua subterrdnea, mais rapidamente. O aumento da massa de
contaminantes na fase aquosa poderia onerar sensivelmente 0s custos de
remediacdo dos locais contaminados. Devido a degradacéo preferencial do etanol
por parte dos microrganismos, ocorre o retardo da degradacdo do composto BTEX
(Corseuil & Fernandes, 1999).

Em alguns casos, a gasolina se espalha horizontalmente em funcédo da
composicdo do solo e do volume de combustivel derramado, em outros o

vazamento provoca infiltracdo vertical do combustivel, através do qual atinge o
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lencol freatico. Uma boa parte da gasolina fica adsorvida a matéria orgéanica do
solo, especialmente a fracdo aromatica hidrofdbica, dificultando a extracao fisica.
Estes compostos dessorvem vagarosamente e atingem o lencol freatico,
promovendo, ao longo do tempo, niveis consideraveis de contaminacdo (Cunha,
1996).

2.2.3.2 Degradacéao de etanol pelos microrganismos:

O etanol pode representar uma fonte de carbono e energia para uma
variedade de populacdes microbianas, inclusive espécies que podem degradar
combinacdes de BTEX. O etanol pode ser degradado por enzimas constitutivas
associadas a rotas metabdlicas, e os microrganismos que podem degradar os
alcoois simples sdo mais comuns na natureza do que 0S microrganismos que
degradam combinacfes de BTEX. Entdo, é provavel que muitas espécies que néo
podem degradar BTEX, crescam quando o etanol estiver presente e na realidade,
0 crescimento microbiano € mais rapido em etanol do que em BTEX (Corseuil et
al., 1998; Powers et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002; Dakhel et al., 2003).

Neste sentido, a diversidade de transformacdes aerdbias e anaerbbias para
0 etanol serd apresentada a seguir. A biodegradacdo do etanol pode demandar
grande quantidade de oxigénio ou de outros aceptores de elétrons e de nutrientes
gue estariam disponiveis para a degradacdo dos BTEX, isto tem sido relatado
principalmente para o0 caso da biorremediacdo de &guas subterraneas
contaminadas com gasolina comercial.

Grandes concentracdes (> 100.000 mg L%') de A&lcoois ndo sé&o
biodegradaveis devido a toxicidade apresentada a maioria dos microrganismos
(Powers et al., 2001). No caso de contaminacfes de aguas subterraneas por
combustiveis, as concentracfes elevadas de etanol deveriam se tornar mais
exponencialmente diluidas a medida que aumentasse a distancia da fonte, mas
isso poderia inibir a atividade microbiana perto da fonte, devido a alta
concentracado do etanol. Assim, a pluma de contaminacédo do etanol deveria ser
degradada por microrganismos localizados a uma distancia suficiente da fonte de
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contaminacédo, para evitar sua morte (Corseuil et al ., 1998; Powers et al., 2001;
Alvarez & Hunt, 2002; Dakhel et al., 2003).

A biodegradacédo do etanol sob varias condi¢des redox foi investigada em
microcosmos de aquifero com temperatura entre 20 e 25°C por Corseuil et al.
(1998). As taxas de biodegradacéo foram baixas pois contava-se com uma baixa
populacdo microbiana, temperaturas frias e limitacdes de transferéncia de massa,

0 que resultou em uma meia-vida mais longa do etanol.

2.2.3.2.1 Degradacéo aerobia do etanol:

As bactérias aerdbias podem oxidar o etanol a CO, e H,O pelo ciclo de
Krebs. Neste processo, o etanol € oxidado primeiro a acetaldeido por uma enzima
alcool desidrogenase. O acetil-CoA é oxidado por enzimas constitutivas através do
seu metabolismo a CO; no ciclo de Krebs. Muitas bactérias também s&o capazes
de operar um ciclo de Krebs modificado, conhecido como o desvio de glioxalato.
Este desvio permite que as bactérias crescam em compostos com dois atomos de

carbono, como o etanol (Madigan et al., 1997).

2.2.3.2.2 Degradacéo anaerdbia do etanol:

O etanol & um intermediario comum do metabolismo anaerdbio das
bactérias, que fermentam compostos organicos a produtos como o acetato, CO,,
CH4 e H; ( Powers et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002). As transformacdes dos
compostos organicos nos microrganismos anaerobios podem consistir de trés
fases. Na primeira fase, os fermentadores produzem &cidos organicos simples,
alcoois, gas de hidrogénio, e gas carbdnico. Na segunda fase, redutores de sulfato
e outras bactérias oxidam estes produtos da fermentacédo para CO,, H,, e acetato.
(Madigan et al.,, 1997). A mineralizagcdo acontece na terceira fase por
metanogénese acetoclastica, que transforma o acetato em CO, e CH; e por
metanogénese hidrogenotrofica que reduz o CO, com H, para formar CH, (Powers
et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002). Alguns redutores de sulfato e outros
microrganismos anaerobios também podem oxidar acetato e podem participar na

fase de mineralizacéo final (Atlas & Bartha, 1997). O etanol também € usado como
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a fonte de carbono e energia em processos de desnitrificacdo, para a remocao de
nitrato das aguas subterraneas (Powers et al., 2001).

Corseuil et al. (1998) relatou que pode haver algumas excecdes ao efeito
prejudicial do etanol na degradacéo dos BTEX. Segundo este autor, a presenca de
etanol pode fazer com que aumente a degradacdo do tolueno, conforme
demonstrado em todos os trés microcosmos sulfatos reduzidos testados. Em
resumo, pouco é conhecido sobre o efeito do etanol no metabolismo das
populacdes microbianas. Considerando que a eficiéncia da biorremediacao
depende, em parte, da presenca e expressao de enzimas de degradacéo, estudos
de ecologia microbiana tanto de aquiferos contaminados como solo com misturas
de gasolina e alcool deveria ser o objetivo de mais pesquisas (Corseuil et al.,
1998; Powers et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002; Dakhel et al., 2003).

2.2.3.2.3 Toxicidade do etanol

A toxicidade dos A&lcoois para o0s microrganismos recebeu atencéo
consideravel na literatura, embora s6 alguns estudos avaliaram o efeito do etanol
nas populacdes microbianas de subsuperficie (Powers et al., 2001; Alvarez &
Hunt, 2002). O modo de acdo de alcoois envolve a desnaturacdo de proteinas,
gue comprometem a permeabilidade celular. A toxicidade dos 4&lcoois esta
relacionada ao comprimento da cadeia hidrofébica (Powers et al., 2001). Os
alcoois de cadeia mais longas apresentam na sua estrutura mais de 10 a&tomos de
carbono, eles sédo inibidores muito potentes do crescimento microbiano se
comparados aos alcoois de cadeia curta.

O etanol pode mostrar uma variedade de efeitos em microrganismos. As
acdes dos alcoois em organismos procariéticos parecem ser relacionadas a dano
nas membranas celulares, conformacdo de enzimas e macromoléculas e pH
intracelular (Powers et al., 2001). As altas concentracBes do etanol também
podem inibir a sintese de varias organelas, inclusive a parede celular, 0 RNA, o

DNA e proteinas (Powers et al., 2001).
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2.2.3.2.4 Degradacéo preferencial do etanol em relagdo aos BTEX

As enzimas que iniciam a degradacdo da fracdo BTEX sdo geralmente
induzidas (Powers et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002). Estas enzimas sdo apenas
produzidas quando um indutor (por exemplo, o tolueno) esta presente em altas
concentracdes ou em um nivel minimo para a inducdo. Em geral, este nivel
minimo é muito baixo, na ordem de poucos microgramas por litro (Alvarez & Hunt,
2002).

Segundo Dakhel et al.,, (2003) ndo existem dados de campo sobre
acidentes envolvendo a gasolina comercial, com destaque para o etanol, talvez
por que ndo seja tratado como um poluente em potencial. SO existem evidéncias
indiretas na literatura sobre os efeitos potenciais do etanol na expressao de
enzimas envolvida na degradacédo dos BTEX. Powers et al. (2001) informou que o
etanol foi preferencialmente degradado se comparado ao benzeno sob uma
concentracdo de 20 mg L™ em condicdes aerdbias, devido a repressdo da sintese
de enzimas utilizadas na degradacdo do benzeno. Especificamente, pequena ou
nenhuma degradacdo dos BTEX aconteceu em condicdes aerobias,
desnitrificantes, redutoras de ferro, redutoras de sulfato e microcosmos
metanogénico enquanto o etanol estava presente (Corseuil et al.,, 1998). Neste
caso, a degradacao preferencial do etanol sob os BTEX pode refletir no fato de
gue o etanol é considerado um substrato prontamente degradado, que pode ser
oxidado por enzimas constitutivas através de seu metabolismo central.

Por outro lado, a fracdo BTEX é tipicamente degradada por enzimas
oxigenases e dioxigenases indiziveis, cuja sintese pode ser reprimida na presenca
de outros substratos facilmente degradados, quando em altas concentracdes.
Desta forma, o etanol poderia impedir a populacdo de bactérias capazes de
degradar os BTEX de expressar seu potencial de catabolismo, atrasando ou
impossibilitando a degradacao dos BTEX completamente.

Em um experimento com condi¢des controladas, simulando um derrame
acidental de gasolina com 5% de etanol e MTBE em uma profundidade definida,
verificou-se que em 30 dias, tanto o etanol como o benzeno desapareceram

concomitantemente (Dakhel et al., 2003). Estes dados de laboratorio mostraram
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gue ndo ocorreu a degradacao preferencial do etanol quando comparado ao
benzeno. Numerosos estudos tém sido conduzidos limitando a quantidade de
carbono e disponibilizando substratos multiplos, sugerindo que o etanol e os BTEX
sdo degradados simultaneamente quando estiverem presentes em combinacdes
de baixas concentracdes. Uma cultura de Pseudomonas putida foi inoculada para
degradar etanol a uma concentracdo de até 500 mg L™, e tolueno
simultaneamente, ndo havendo inibicdo aparente (Powers et al., 2001). Isto
sugere que concentracdes altas de etanol mostram um efeito de inibicdo in situ a
degradacdo dos BTEX no ambiente. Entretanto, a diversidade genética dos
microrganismos impede generalizacbes sobre a concentracdo de etanol que
reprime a expressao das enzimas de degradacéo dos BTEX.

Assim, o etanol pode afetar a disponibilidade de nutrientes essenciais e
substratos necesséario para a biorremediacdo dos BTEX através do consumo
preferencial de nutrientes e aceptores de elétrons (Corseuil et al., 1998; Powers et
al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002; Dakhel et al., 2003). E sabido que 0s processos
anaerobios tem um papel principal na remediacdo de &gua subterranea,
removendo os compostos derivados de petrdleo onde a presenca de oxigénio €
incomum (Rifai et al., 1995; Corseuil et al., 1998). O etanol pode ser degradado na
presenca de qualquer aceptor de elétrons contribuindo para o consumo dos
aceptores de elétrons dissolvidos que sdo necessarios para a biodegradacéo
anaerobia dos BTEX (por exemplo, nitrato, ferro férrico e sulfato). Dependendo
das reagcdes quimicas no aquifero e da taxa de reabastecimento natural dos
aceptores de elétrons, o etanol poderia impedir a degradacdo dos BTEX através

da deplecédo dos aceptores de elétrons presentes.

2.2.4 Degradacdo microbiana de hidrocarbonetos

As moléculas de hidrocarbonetos suscetiveis a oxidacdo microbiana podem
estar sob a forma de cadeias alifaticas, aromaticas, longas, curtas, lineares, ou
ramificadas, que sdo modificadas para a obtencdo de compostos usados no
metabolismo celular. Dentre os hidrocarbonetos acima citados, os de cadeia alifatica

séo considerados um grande potencial em termos de substrato para o crescimento
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de algumas espécies de microrganismos (Watkinson & Morgan, 1990). Na
realidade, o crescimento microbiano as expensas de substratos oleosos encontra
seu maior impedimento devido ao carater hidrofébico dessas substancias. A
solubilidade dos componentes alifaticos decresce rapidamente com o aumento do
peso molecular (Watkinson & Morgan, 1990). Como consequéncia, 0S
microrganismos precisam desenvolver adaptacfes especificas que os habilitem a
utilizar a maioria dos substratos insollveis. Existem trés rotas possiveis para a
absorcéo de hidrocarbonetos: a absorcdo de materiais sollveis; via micro goticulas
(quando essas goticulas sdo muito menores que a célula microbiana) ou pseudo-
solubilizac&o e a via macrogoticula. O primeiro mecanismo é geralmente descartado,
devido a baixa solubilidade dos alcanos (acima de C;3). Os outros dois mecanismos,
provavelmente, podem operar sozinhos ou simultaneamente. A absorcdo do
hidrocarboneto na forma de goticula é considerada muito comum e freglientemente
envolve a producdo de moléculas biologicas surfactantes. Essas moléculas s&o
agentes emulsificantes que promovem a formacdo de goticulas do hidrocarboneto,
reduzindo a tensao interfacial agua/hidrocarboneto e a superficial do meio aquoso.
Devido a variabilidade no tamanho das goticulas, os microrganismos apresentam
uma variedade de adaptacdes a captacdo dos mesmos, assim como a producao de
uma variedade de tipos de moléculas surfactantes intracelulares (Watkinson &
Morgan, 1990).

2.2.4.1 Producéo de biossurfactantes:

Os biossurfactantes sdo sintetizados por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos durante o crescimento em diferentes fontes de carbono desde
substancias hidréfilas como a glicose até substratos hidréfobos como os
hidrocarbonetos (Bento et al., 2007). Neste caso, podemos encontrar dois tipos
possiveis de producdo: quando os surfactantes sdo extracelulares, eles causam
emulsificacdo do hidrocarboneto e quando estdo associados a parede celular podem
facilitar a penetracdo do hidrocarboneto no espaco periplasmico (Koch et al., 1991).
Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que conferem o carater de

bipolaridade, eles sdo detergentes biologicos. A molécula se posiciona,
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preferencialmente, sempre na interface de compostos com diferentes polaridades.
Assim estas substancias sdo capazes de diminuir a tensdo superficial e formar
microemulsdes, nas quais os hidrocarbonetos podem ser solubilizados na agua e
vice-versa (Cameotra & Bollag, 2003; Mulligan, 2005; Bento et al., 2007).

Muitos dos surfactantes produzidos por microrganismos degradadores de
combustivel ndo séo constitutivos, requerendo a presenca de alcanos para
induzirem sua sintese. A sintese de biossurfactante também pode ser constatada na
presenca de substratos insoliveis em agua como acidos graxos ou Oleos
triglicerideos (Ratledge, 1988). A producao de biossurfactantes por microrganismos
requer a presenca de enzimas induzidas, que s&o sintetizadas apenas quando o
microrganismo estiver se desenvolvendo na presenca de um determinado
hidrocarboneto. Segundo Zhang & Miller (1992) a propriedade de todo o surfactante
€ sua habilidade em reduzir a tensdo superficial de um meio liquido. Por exemplo, a
agua destilada apresenta uma tensdo superficial de 73 mN m™. Um surfactante
efetivo produzido por microrganismos (biossurfactante), pode reduzir este valor para
menos que 30 mN m™ (Bento et al., 2007).

Em ambientes como o solo, onde ocorrem muitas interacdes quimicas, entre
os hidrocarbonetos, o solo e a matéria organica, a bioindisponilidade € ainda mais
acentuada pelo efeito da sorcdo (Edwards et al., 1994). No solo, os
biossurfactantes aumentam a solubilidade e liberam os contaminantes adsorvidos
Nnos minerais e na matéria organica (Karami-Lotfabad et al., 1996).

Os microrganismos podem produzir duas classes de biossurfactantes em
funcdo do peso molecular. Os surfactantes de alto peso molecular (polimeros),
formados por polissacarideos ou por uma mistura, sdo extracelulares, eles causam
emulsificacdo do hidrocarboneto dentro da célula, sdo responsaveis pela
estabilidade da emulsificacdo, porém ndo causam necessariamente a reducao da
tensdo superficial. Os surfactantes de baixo peso molecular (glicolipidios, acidos
graxos e fosfolipidios) quando estdo associados a parede celular podem facilitar a
penetracdo do hidrocarboneto no espaco periplasmico (Koch et al., 1991),
diminuindo a tensédo superficial do meio (Bento et al.,, 2005). Os surfactantes

microbianos sdo moléculas complexas com uma grande diversidade de estruturas
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guimicas. Embora a producéo de biossurfactantes ocorra entre os diferentes grupos
microbianos, muitas vezes o tipo de biossurfactante produzido é especifico do
género e as vezes da espécie. As espeécies predominantes de bactérias que
produzem biossurfactante sdo Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens,
Acinetobacter calcoaceticus RAG1, Rodococcus erythoropols, e Bacillus subtilis
(Bodour & Maier, 2002; Maier, 2003; Bento et al., 2005). Entretanto, entre os
surfactantes microbianos, os mais estudados sédo os glicolipidios, incluem-se os
ramnolipidios. A espécie mais estudada que produz ramnolipidio é P. aeruginosa
isolada e caracterizada em 1949 (Maier & Soberon-Chaves, 2000; Rahman et al.,
2002; Cunha et al., 2004).

A producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes tem sido associada com o
crescimento celular em meios de cultura ou em meios minimos (mineral) com a fonte
de carbono (sollvel ou insolavel) a ser investigada (Bento et al., 2005). Por esta
razao, esta técnica tem sido muito utilizada em estudos que envolvem a detecc¢éo de
biossurfactantes (Reisfeld et al., 1972; Reiling et al., 1986; Muriel et al., 1996; Bardi
et al., 2000).

2.2.4.2 Mecanismos de degradacéo dos hidrocarbonetos alifaticos e

aromaticos

Além da degradacdo quimica (fotodegradacdo) e volatilizacdo, a
biodegradacdo é uma das principais vias de eliminacdo de hidrocarbonetos
aromaticos no solo (Sims et al., 1990).

Véarias rotas metabdlicas responsaveis pela degradacdo de grande
variedade de hidrocarbonetos tém sido registradas (Watkison & Morgan, 1990;
Ratledge, 1992; Botton & Parsons, 2007). Muitos hidrocarbonetos que ndo podem
ser utilizados para o0 crescimento precisam ser oxidados até um substrato
intermediario (co-substrato), capaz de suportar 0 crescimento inicial para que
ocorra a oxidacdo completa do hidrocarboneto.

Uma caracteristica comum dessas rotas metabdlicas € a incorporacao
inicial do oxigénio no substrato. Geralmente, a degradacdo sO pode ser iniciada,

sob condicbes aerdbias, uma vez que a fonte de oxigénio utilizada é a molecular e
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0 sistema enzimatico responséavel pela ativagdo metabdlica inicial € a oxigenase
(Watkison & Morgan, 1990). Existem duas categorias de oxigenases envolvidas no
processo. As mono-oxigenases incorporam um atomo de oxigénio no substrato e o
outro atomo € reduzido para a agua. As dioxigenases catalizam a incorporacéo de
ambos 0s atomos de oxigénio para 0 substrato, esquematizando as rotas
metabolicas béasicas para a degradacdo de alcanos (grupo estrutural mais
biodegradavel), tem-se:

* Oxidacao terminal: a oxidacao inicial de um alcano é feita em um dos grupos
metil terminal, ao qual é hidroxilado ao &lcool correspondente (alcool primario), via
sistema mono-oxigenase:

a)R-CH3+1/20;, < R-CH,OH

Reacdes de hidroxilacdo desse tipo podem estar ligadas a varios tipos de
sistemas carreadores de elétrons ou cofatores para completar a sequéncia de
oxidacdo. Em muitas bactérias (Pseudomonas putida), a mono-oxigenase esta
ligada a rubrodonina e em leveduras (Candida spp.) ao citocromo P-450.

A oxidacao inicial também pode ser via sistema de dioxigenases que parece
menos comum. Nesse sistema, os alcanos sdo transformados no hidroperoxido
correspondente e, subseglientemente este € reduzido ao alcool correspondente.

* Oxidagdo subterminal: As oxidagdes subterminais de alcanos resultam em
alcool secundario, sendo de rara ocorréncia. Apesar de uma variedade de bactérias
e fungos utilizarem preferencialmente a via de oxidagcéo terminal de hidrocarbonetos
com cadeia Cg a Cis, algumas espécies de Aspergillus, Fusarium e Bacillus spp.
utiizam a via oxidagcédo subterminal (Rehm & Reiff, 1982, citado por Watkinson &
Morgan, 1990).

b) Oxidacao do alcool a aldeido.

¢) Oxidacao do aldeido a &cido graxo

d) Oxidacao do acido graxo via [-oxidacéo

* Oxidacao diterminal (w-oxidagdo): Ocasionalmente ambos grupos metil
terminal sdo oxidados, resultando na formacdo de um &cido dicarboxilico, sendo

degradados via B-oxidacéo (Watkinson & Morgan, 1990).
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Na oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos o passo inicial do catabolismo
microbiano envolve a modificacdo da molécula pela oxidacdo a compostos
dihidroxilados, como o catecol, como um primeiro passo a fissdo do anel e
assimilacdo dos produtos via ciclo de Krebs. O processo metabdlico segue uma
sequéncia de reacdes e produtos intermediarios que apresentam variagdes quanto
a complexidade do hidrocarboneto aromatico. Porém, de um modo geral, forma-se
cis-dihidrodiol, catecois, acido cis-mucdnico ou 2-hidroxi-mucénico semialdeido,
gue sdo encaminhados para o ciclo de Krebs. O sistema enzimatico envolvido é a
dioxigenase, onde dois atomos de oxigénios s&o incorporados ao nucleo
aromatico (Van Hamme et al., 2003).

2.2.4.3 Avaliacdo da degradacao

O principio de qualquer método de preparacdo de amostra é o da particdo
dos analitos entre a matriz da amostra e a fase extratora. Um sistema ideal em
guimica analitica € aquele em que todas as etapas analiticas séo realizadas sem a
intervencdo do analista. TéEm-se atualmente instrumentos de grande sofisticacéo,
tais como cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (GC/MS) e
ionizacdo de chama (FID) para o caso de compostos organicos, que permite
separar e quantificar misturas complexas através das areas dos picos individuais.

As técnicas de preparacdo de amostra que usam pouco ou nenhum
solvente tem despertado grande interesse. Podem ser classificadas em funcéo da
fase extratora, como gasosa ou headspace, ou com sorvente. A extragdo no
headspace pode ser entendida como a analise do material presente na fase vapor,
gue estad em equilibrio com a solucdo contendo a amostra.

A amostragem usando headspace, é bastante utilizada para analise de
compostos orgéanicos volateis (VOCs), na determinacdo das fracbes de
hidrocarbonetos que s&o consumidas pelos microrganismos durante o seu
crescimento em combustiveis (Yerushalmi et al.,, 1999; Solano-serena, 2000g;
Deeb et al., 2002; Botton & Parsons, 2007), devido principalmente, a
compatibilidade da fase extrativa com varios equipamentos tais como

Cromatografo Gasoso (Alcalde, 2000).
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s

Na técnica de headspace, € utilizado um frasco de vidro fechado
hermeticamente com uma tampa de teflon e um lacre de aluminio, para que a fase
liquida esteja em equilibrio com o vapor. O analito €, necessariamente, mais volatil
gue a matriz, este volatiliza preferencialmente, podendo ser determinado sem os
interferentes dos outros componentes da amostra, através da andlise do vapor
desprendido do analito. Para isso, um volume bem definido do headspace é
injetado diretamente no GC, um gas carreador irA mover a fase vaporizada através
de uma coluna coberta com uma fase estacionaria. Apos esta etapa da separacdao,
um detector converte as informacdes apos a ionizacdo e separacdo das cargas
em um sinal elétrico que € medido e registrado. Os dados obtidos sdo graficados
na forma do sinal do detector (abundancia) com o tempo, que formardo os
chamados picos cromatograficos. Os picos cromatograficos podem ser
identificados pelos seus tempos de retencdo, medidos a partir do tempo de injecao
da amostra até o tempo do maximo do pico. O tempo de retencdo de qualquer
pico de algum componente ndo € afetado pela presenca de outras amostras de
outros componentes. Na analise quantitativa, mede-se a area do pico de interesse
para gerar a concentracdo do analito na amostra. A quantidade de analito
transferida para o equipamento de andlise é proporcional ao volume de fase
gasosa. Os cromatografos modernos estdo acoplados a um computador que
calculam as areas automaticamente, atraves de métodos padrdes de integracdo
(Lancas, 1993).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de microrganismos degradadores de gasolina

3.1.1 Amostragem

Foram coletadas amostras de dois locais contendo solo contaminado com
hidrocarbonetos. Uma area de disposicdo de residuo petroquimico (landfarming)
do Sistema Integrado de Tratamento de Efluentes (SITEL) do Polo Petroquimico
do Sul em Triunfo, RS. Esta area apresenta um histérico de 16 anos de disposicéo
de residuos solidos do Polo Petroquimico do Sul e da Refinaria Alberto Pasqualini
(REFAP) em Canoas, RS, ambos com elevada carga de derivados de petroleo.
Foram selecionadas trés células, sendo que duas células recebiam residuos
provenientes do P6lo e uma célula recebia residuos da REFAP. Dentro de cada
célula foram escolhidos aleatoriamente dois pontos, onde foram realizadas as
coletas de solo a uma profundidade de 0 a 30 cm, resultando em duas
subamostras de solo por célula.

Outra amostra avaliada foi a de uma area de abastecimento de gasolina, em
um posto de combustiveis, proximo a bomba de abastecimento. A amostra de solo
também foi coletada na profundidade de 0 a 30 cm da area contaminada com
gasolina, de uma cidade do interior do Estado do RS. O volume final déi de 200g,
gue foram divididas em duas sub-amostras.

Todas as amostras foram trazidas para o laboratério de Biorremediacdo de
Solos do Departamento de Solos da UFRGS em sacos plasticos e em caixas de
isopor, sem a preocupacao de perda por volatilizacdo dos hidrocarbonetos. Estas
foram armazenadas a 4°C por uma noite. No dia seguinte, cada subamostra foi
peneirada em malha de 2 mm e homogeneizada, retirando-se uma aliquota de 10
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g. As aliquotas foram misturadas para entdo formar uma amostra composta de
cada local a fim de que se tivesse uma amostra representativa dos

microrganismos do solo.

3.1.2 Combustiveis

A composicdo quimica da gasolina sob as condicbes descritas foram
preservadas durante todo o periodo de execucéo dos testes, sendo confirmadas por
analises cromatograficas regulares. Foram utilizados etanol e gasolina comercial (24
% de etanol), coletados diretamente na distribuidora de combustiveis e em
guantidade suficiente para a execucao de todos os experimentos deste trabalho. A
esterilizacdo dos combustiveis foi realizado por filtragem a vacuo, com um frasco
kitassato esterilizado e um filtro adaptado para a colocacdo de membranas filtrantes
com porosidade de 0,22 um e armazenado em frascos esterilizados, fechados
hermeticamente com tampa de borracha e lacre de aluminio, com o objetivo de
evitar ao maximo a perda de alguns compostos por volatilizacdo. Os frascos foram
cobertos com papel aluminio para evitar a fotoxidacdo e acondicionados a
temperatura de 4°C.

3.1.3 Frascos

Para evitar a perda da fracdo volatil de interesse como o etanol, benzeno,
tolueno, isdmeros do xileno e isbmeros do C9 presentes na gasolina, 0s ensaios
de isolamento, crescimento de microrganismos e avaliacdo da degradacédo foram
conduzidos em frascos de vidro (do tipo penicilina) com tampa de borracha e anel
de aluminio. O anel de aluminio foi lacrado ap6s a inoculacdo dos
microrganismos. Utilizaram-se frascos de 50 mL, sendo que 20 % do volume dos
frascos foi ocupado com meio mineral e os outros 80 % foram ocupados com ar

atmosférico, a fim de possibilitar condicdes aerdbias de crescimento microbiano.
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3.1.4 Selecdo de meios minerais para o isolamento dos
microrganismos

Adicionaram-se 50 mL de dois meios minerais (MM1 e BH; Apéndice 2),
com pH 7,0 em frascos de 125 mL. Os meios foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 20 minutos, sendo posteriormente inoculados com 1 g de solo umido
(amostra composta), provenientes das células do landfarming e areas com
vazamentos de combustiveis. As amostras foram incubadas sob agitacdo orbital &
150 rpm, em temperatura de 30 °C, por um periodo de 8 dias. ApOs este periodo
de incubacédo, uma aliquota de 100 pL foi plaqueada em agar nutritivo (Apéndice
2) e incubadas a 30 °C por 24 horas. Apoés verificar-se 0 numero de colbnias

visualmente diferentes em cada meio, o MM1 foi selecionado.

3.1.5 Investigacdo do poder tamponante do meio mineral selecionado

A avaliacdo do efeito tampdo do meio mineral MM1, devido a presenca de
fosfato na concentracdo de 2 g L', foi realizada pela adicdo de quantidades
crescentes de NaOH 0,1 N e HCI 0,1 N, em 50 mL do meio MML1.

3.1.6 Isolamento dos microrganismos degradadores de etanol, BTX e
C9
Os frascos com 9,9 mL do meio, mais um grama de solo umido, e mais 1 %
(v/v) de gasolina comercial e gasolina sem etanol foram fechados hermeticamente
e incubados sob agitacdo orbital a 150 rpm, em temperatura de 30 °C. A cada 7
dias, uma aliquota de 1 mL da cultura crescida era transferida para outro frasco
contendo 0 mesmo meio estéril e gasolina com e sem etanol, durante 21 dias.

Antes de se retirar a aliquota, o frasco foi resfriado a 15 °C por 15 minutos.

3.1.7 Isolamento, purificagcdo e armazenamento dos isolados

Apos 3 transferéncias, a cultura crescida foi diluida em solucéo salina (NacCl
0,85 %) e plaqueada em meio agar nutritivo, sendo as placas incubadas a 30 °C
por 24 horas. As colbnias de bactérias crescidas nas placas que apresentaram

diferencas morfologicas visuais tais como: aspecto, tamanho, coloracéo, forma e
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borda da colbnia, foram purificadas e armazenadas sob refrigeracédo a 4 °C em

tubos de ensaio contendo o0 mesmo meio inclinado, com repicagens quinzenais.

3.1.8 Teste de detec¢cédo de ramnolipidio

O teste colorimétrico foi realizado pela observacdo do crescimento dos
isolados em placas de Petri com meio azul de metileno (Apéndice 03), especifico
para biossurfactantes anibnicos que consiste na deteccdo de ramnolipidios
extracelulares. Estes biossurfactantes formam um par ibnico insolivel com o
surfactante catidnico brometo de cetilmetilaménio e o corante béasico azul de
metileno que sdo adicionados no meio mineral com agar em placas de Petri
(Siegmund & Wagner, 1991). Este método indica a producdo de ramnolipidios
pelas coldnias inoculadas, através da presenca de halos no meio com o azul de
metileno em torno das colbnias (Tuleva et al., 2002; Bento et al., 2007). As placas
foram inoculadas em superficie com alca de platina, utilizando-se como inéculo
culturas de 24 horas dos isolados em agar nutritivo. Foram incubadas a 30°C por
24 horas.

3.1.9 Identificac&o dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram identificados pelo sequienciamento de uma
regido do gene do rRNA 16S, como descrito por Camargo et al. (2003) e Jacques
(2005). As células foram crescidas em meio caldo nutriente, durante 12 horas,
posteriormente centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. O DNA total foi extraido
de acordo com o método descrito por Asubel et al. (1997). O precipitado foi
suspenso em tampéo TE, SDS (10 %) e proteinase K, e incubadas por 1 hora a
37°C. Solucdes de NaCl (5 M) e CTAB/NaCl (4.1g NaCl e 10 g N-cetyl-N.N.N.-
trimethylammoniumbromide (CTAB) em 100 ml de agua destilada) foram
adicionados, incubando-se por 10 min a 65°C. A solucéo foi extraida com 780 pl
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), centrifugado por 5 minutos, sendo a fase
aguosa novamente extraida com igual volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1). Apo6s centrifugado por 5 min, o DNA presente na fase aguosa

foi precipitado com 0,6 na propor¢cdo de volume de isopropanol e o precipitado



34

lavado com etanol 70 %. O precipitado de DNA foi seco usando concentrador e
ressuspendido em agua livre de nucleases. Nucleotideos iniciadores universais
correspondentes as posicfes 27F e 519R, de E. coli, foram usados para a
amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR. A mistura de PCR (Cat. N° M7502,
Promega, Madison, Wisconsin) foi usada de acordo com instru¢des do fabricante.
O DNA foi amplificado usando PCR com 35 ciclos (desnaturacéo inicial de 95°C
por 3 minutos, demais desnaturagées de 95°C por um minuto, anelamento a 55°C
por um minuto, extensdo a 72°C por um minuto e extensdo final a 71°C por 5
minutos). Os fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 2% e
purificados usando o kit de extracdo de gel QIAEX Il (QIAGEN, Valéncia,
Califérnia), de acordo com instrucbes do fabricante. Brevemente, um pedaco do
gel foi suspenso em tampao QXI, posteriormente adicionado a suspensao QIAEX
I, seguido de mistura em vortex. A suspenséo foi incubada a 50°C por 10 minutos,
centrifugada por 30 segundos e o precipitado foi lavado duas vezes com tampéo
QXI e uma vez com tampdo PE. Apds secagem ao ar por 15 minutos, o DNA foi
eluido em agua livre de nuclease. O sequenciamento do DNA foi realizado usando
um kit terminador BigDye (Applied Biosystems, Foster Cty, California) e um
analisador genético Applied Biosystems ABI 3100. Os fragmentos amplificados
foram purificados e submetidos diretamente ao sequenciador automéatico
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences, Piscatawai, New Jersey). A homologia
das sequUéncias bacterianas foi obtida através do MEGABLAST (Altschul et al.,
1997).

3.2 Avaliacdo da degradacédo da gasolina comercial pelos isolados
obtidos
A densidade 6tica, pH, producéo dos biossurfactantes, atividade metabdlica
pela reducdo do TTC (cloreto de trifeniltetrazélio), TPF (trifenil formazan) e a
degradacdo do etanol e da gasolina comercial por cromatografia gasosa, foram

avaliados durante a curva de crescimento de cada isolado bacteriano.
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3.2.1 Obtencédo do in6culo

Para o preparo do in6culo individual dos cinco isolados selecionados, as
células bacterianas foram transferidas, com auxilio de uma al¢ca de platina, da
cultura estoque para um frasco erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de caldo
nutritivo. Foi feita a incubacéo sob agitacdo de 150 rpm e 30°C por 15 horas. Apés
este tempo, as células foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos e lavadas
com MML1 estéril. Este procedimento foi executado duas vezes. Ao fim do
processo, o pellet era ressuspenso em MML1 para efetuar a inoculacédo. O volume
de suspensdo bacteriana utilizada para a inoculagdo dos frascos de vidro foi
suficiente para atingir a densidade otica de 0,07, de acordo com a leitura em

espectrofotdmetro (Spectrumlab, 22PC, Brasil), em comprimento de onda 600 nm.

3.2.2 Crescimento dos isolados

O crescimento bacteriano em meio mineral mais 0,24 % de etanol ou 1 % de
gasolina comercial foi realizado através de curvas de crescimento, quantificando-
se as unidades formadoras de col6nia (UFC mL™) e a densidade 6tica. Os frascos
de vidro do tipo penicilina com 12,87 mL do meio, mais 1 % de gasolina com e
sem etanol, foram inoculados com suspensdes de células dos isolados, fechados
hermeticamente e incubados sob agitacdo orbital a 150 rpm, em temperatura de
30 °C. Para a contagem das UFC foi retirada uma aliquota de 100 pL da
suspensdo de ceélulas que crescia no frasco de vidro, sendo esta submetida a
diluicdo seriada em 900 pL de solucéo salina (0,85 %) e posteriormente plagueada
em meio agar nutritivo, usando as trés maiores diluicdes em intervalos regulares
de 6 horas. As placas inoculadas eram incubadas a 30 °C por 24 horas e apos
este periodo, as colbnias eram contadas.

Para determinacdo da densidade otica, foram retiradas aliquotas de 2 mL do
meio, em intervalos regulares de 6 horas, sendo realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotometro. Em cada leitura, nos tempos determinados, o frasco
utilizado para retirada das amostras era descartado, foi feito um frasco para cada
ponto, para que fosse mantidas as condicbes de concentracdo dos compostos
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volateis. Cada andlise foi feita em duplicata sendo que as amostras eram retiradas
do mesmo frasco.

3.2.3 Medidas de pH

Além do crescimento dos isolados em meio mineral mais gasolina, avaliou-
se também a alteracdo do pH do meio de cultura durante o crescimento. O pH foi
avaliado na auséncia de células microbianas, removidas através de centrifugacéo
de 5.000 rpm por 10 minutos a 15 °C. As amostras permaneceram por 30 minutos
a 25 °C.

3.2.4 Deteccdo da producédo de biossurfactantes/ bioemulsificantes

A deteccdo da producdo de biossurfactantes foi realizada pela medida do
indice de emulsificacdo e da tensdo superficial no meio de cultura. Para isto os
isolados foram individualmente inoculados em 9,9 mL de meio mineral mais 24 uL
de etanol ou 100 pL de gasolina comercial e incubados com duas repeticdes a 30
°C por 72 horas. De 6 em 6 horas, retirava-se amostras do meio de cultura para as
duas avaliacbes. A tensdo superficial foi avaliada na auséncia de células
microbianas, removidas através de centrifugacdo a 5.000 rpm por 10 minutos a 15
°C. As amostras permaneceram por 30 minutos a 25 °C e a tens&o superficial foi
determinada em um tensidometro digital (Gibertini, Mildo, Italia), utilizando o método
da placa de Wilhelmy. Como padrdes utilizou-se a agua destilada (69 mN m™*) e
etanol (24 mN m™).

A avaliacdo do indice de emulsificacdo foi realizada na presenca das células
microbianas. Para isto, 2 mL do meio de cultura foram misturados a 2 mL de
gasolina em tubos de ensaio com fundo chato (100 mm x 15 mm), sendo a mistura
agitada em vortex por 2 minutos e os frascos deixados em repouso por 24 horas.
Apbs este periodo, foi avaliada a presenca de emulsdo. O indice de emulsificacdo
€ obtido pela medida da coluna emulsificada de gasolina dividido pela altura total e
multiplicado por 100.
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3.2.5 Ensaio prévio de degradacéo do etanol em meio mineral ou da
gasolina comercial em meio mineral

Os isolados foram individualmente inoculados em 9,9 mL de meio mineral
mais 24 pL de etanol ou 100 pL de gasolina comercial. Neste meio, foi adicionado
ainda 50 mg L™ de TTC (cloreto de trifeniltetrazélio). A reducédo do TTC a TPF
(trifenil formazan) foi avaliada visualmente pela mudanca na coloracdo do meio de
incolor para rosa e roxo. Os sais de tetrazolium competem com outros aceptores
de elétrons pelo poder de reducdo da cadeia de transporte de elétrons. Desta
forma, a reducdo do TTC para trifenil formazan refletem a atividade da cadeia de
transporte de elétrons, informando sobre a atividade de uma dada populagéo
microbiana. O TTC tem sido utilizado para a avaliacdo da atividade de enzimas
desidrogenases do solo (Alef, 1995; Bento et al.,2005) e no método do Numero
Mais Provavel (NMP) para a estimativa de degradadores de 0Oleo diesel e gasolina
proposto por Braddock & Catterall, (1999). Os frascos foram incubados em
duplicata a 150 rpm e 30°C. Foram feitos ensaios controle, ndo inoculados,
contendo MM1, TTC e etanol ou gasolina comercial. Todos os frascos foram

cobertos com papel aluminio para evitar a fotoxidagéao.

3.2.6 Anadlises cromatograficas

A capacidade dos isolados em degradar etanol, BTX e C9 foi avaliada
através de cromatografia gasosa, utilizando a técnica de headspace de
amostragem. Para isso, os isolados foram individualmente inoculados em 9,9 mL
de meio mineral, 24 pL de etanol ou 100 pL de gasolina comercial, seguido de
incubacédo a 30 °C por 48 ou 72 horas, em triplicata. Durante o periodo, o material
foi analisado em um cromatégrafo gasoso (Shimadzu 17A, Japao), equipado com
detector de ionizacdo de chama e sistema de injecdo headspace (HS/GC/FID),
coluna DB5 (poli-metil-siloxano com 5% de grupamentos fenila) de 30 metros por
0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de fase e gas de arraste H»
com fluxo de 1,5 mL min®. As condicdes cromatograficas de analise foram
realizadas segundo o método EPA 8015-B-96, a seguir descrito: temperatura e

tempo de condicionamento do frasco de 80 °C por 15 minutos; programa de
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temperatura do forno de 40 °C por 3 minutos, seguido de taxa de aquecimento de
5 °C min™t até 90 °C, mantido por 5 minutos nesta temperatura com posterior
aquecimento de 10 °C min™® até 150°C onde permaneceu por um minuto. As
temperaturas do injetor e detector foram 120 °C e 210 °C, respectivamente. Foi
injetado 1,0 uL em modo de injecdo splitless (um dos modos de injecdo de
cromatografia gasosa sem divisdo). Nestas condi¢des o tempo de andlise foi de 43
minutos.

Os resultados foram apresentados na forma de percentual de degradacao
para cada pico (etanol, benzeno, tolueno, isémeros do xileno e isémeros do C9),
pela comparacdo da area dos picos apresentados pelo controle. Foram feitos
ensaios controle, ndo inoculados, contendo MM1 e etanol ou gasolina comercial,
para diferenciar perdas por degradacdo bibtica e abidtica. A repetibilidade do
método foi definida a partir de uma solucéo de 9,9 mL de meio mineral, contendo
24 L de etanol ou 100 pL de gasolina comercial. Foram feitas quintuplicatas das
medidas, a partir das quais foi determinado o nimero de repeticdes necessarias
para a confiabilidade dos dados.

Para as analises cromatograficas foram realizados testes de limite de
deteccdo e faixa de linearidade para o estudo em questdo. Para tal, foram
analisadas solucdes de meio mineral com os analitos etanol, benzeno, tolueno,
isdmeros do xileno e isdbmeros do C9 na faixa de concentracdo de 0,125; 0,25; 0,5;

1 e 2 % (viv), segundo o método descrito anteriormente.

3.2.7 Analise estatistica
O desvio padréo baseia-se nos desvios em torno da média aritmética e a sua formula
basica pode ser traduzida como: a raiz quadrada da média aritmética dos quadrados dos

desvios pelo numero total de valores de dados e € representadapor S.

T (xi-X)

n

S=




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de microrganismos degradadores de gasolina
comercial

4.1.1 Selecdo de meio mineral para o isolamento dos microrganismos

Para o isolamento de microrganismos degradadores da gasolina procedeu-
se um enriquecimento em dois meios minerais de cultura, denominados MM1 e
BH (Apéndice 2), utilizando a gasolina pura ou gasolina comercial como Unica
fonte de C e energia. As trés transferéncias foram feitas sempre utilizando os
mesmos meios. Na ultima transferéncia, plaqueou-se as culturas e obteve-se 10
isolados. O meio que apresentou o maior numero de isolados foi o0 MM1, que foi
utilizado em todos os demais experimentos.

4.1.2 Efeito tamponante do meio mineral

A avaliacdo do efeito tampdo do MM1, devido a presenca de fosfato na
concentracdo de 2 g L™ foi avaliada com a adicdo de quantidades crescentes de
NaOH 0,1 mol L™ e HCI 0,1 mol L™, em 50 mL do meio MM1 (Figura 1).

A adicado de um acido forte, HCI, a um tampéo (neste caso, o meio mineral
MM1) ocasionara numa elevacdo da concentragdo dos ions H® no meio,
perturbando o equilibrio. Segundo o principio de Le Chatelier, essa perturbacao
pode ser neutralizada pela base conjugada do tampdao, restabelecendo o estado
de equilibrio, e o pH ira variar pouco. Conforme a Figura 1, foi necessario

adicionar 900 pL de HCI para que houvesse reducdo de uma unidade de pH,



sendo esta a capacidade tamponante do meio mineral MM1 para um &cido forte
(Skoog et al., 2001).
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FIGURA 1. Medidas de pH do meio mineral MM1 em resposta a adicdo de
quantidades crescentes de solucdes de NaOH 0,1 mol L™ ou de HCI
0,1 mol L™
Segundo o0 mesmo principio, a adicdo a um tampdo de uma base forte,
NaOH, elevara as concentracfes dos ions OH no meio, essa sera neutralizada
pelo tampéo, restabelecendo o estado de equilibrio, e o pH da solucéo ira variar
pouco. Conforme a Figura 1, foi acrescentado 700 pL de NaOH para que a medida
de pH aumentasse de 7,0 para 8,0, definindo a capacidade tamponante do meio
mineral MM1 para uma base forte (Skoog et al., 2001).
Estes resultados sugerem que o meio mineral MM1 atua como uma solucao
tampédo e podera neutralizar a acdo de metabolitos acidos ou béasicos que séo
produzidos neste meio durante o crescimento das bactérias, alterando pouco seu

pH durante o periodo de incubacdo.

4.1.3 Isolamento e caracterizacdo dos microrganismos degradadores
de etanol, BTX e C9
Para o isolamento de microrganismos com habilidade de degradar os
compostos BTX, C9 e etanol foram utilizadas areas com histérico de disposicao de

residuos petroquimicos no solo e area de posto de combustivel. O solo foi
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inoculado em meio mineral contendo gasolina comercial como Unica fonte de
carbono e de energia. Ap6s 3 transferéncias semanais foram obtidos 37 isolados
bacterianos. Avaliou-se a morfologia da colbnia, aspectos visuais (aspecto,
tamanho, coloracéo, forma e borda da col6nia) e das células (teste de cloracdo de

Gram), agrupando-se em 10 isolados (Tabela 2).

TABELA 2. Algumas caracteristicas dos isolados degradadores de
gasolina.
Forma da Producéo de )
Isolados ] Gram g Origem da amostra
célula Ramnolipidio
UFRGS01 bastonete - + Posto de combustiveis®
UFRGS02 bastonete - - Posto de combustiveis®
Landfarming?
UFRGSO03 bastonete - +
Landfarming?
UFRGS04 cocos + -
UFRGS05 cocos + - Posto de combustiveis®
UFRGS06 cocos + - Posto de combustiveis®
UFRGS07 bastonete - + Posto de combustiveis®
UFRGS08 bastonete - - Posto de combustiveis®
UFRGS09 bastonete - + Posto de combustiveis®
UFRGS10 bastonete - + Posto de combustiveis®

lC’:rescimento em meio de cultura com azul de metileno (Apéndice 03).
2Area de disposicao de residuos petroquimicos do solo.
% Area subsuperficial contaminada com combustiveis.

Considerando o crescimento dos isolados em meio mineral mais gasolina
contendo o indicador de atividade metabdlica TTC (cloreto de tetrazolium), os
isolados que apresentaram maior crescimento, no menor intervalo de tempo, e por
consequUéncia, que tornaram o meio mais roxo, foram os seguintes: UFRGSO02,
UFRGS04, UFRGS08, UFRGS09 e UFRGS10. Estes cinco isolados foram

selecionados para os testes posteriores.
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4.1.4 Analise molecular dos isolados bacterianos

A anadlise da sequéncia do gene do RNAr 16S indicou que estes cinco
isolados pertencem ao género Pseudomonas (Tabela 3). Este género tem sido
extensivamente utilizado nos estudos de biodegradacdo de BTX (Cunha, 1996 e
2000; Di Lecce et al., 1997; Parales et al., 2000; Solano-serena et al., 2000b;
Alvarez & Hunt, 2002; Prantera et al., 2002; Rahman et al., 2002; Shim et al.,
2002; Otenio et al., 2005; Perfumo et al., 2006).

TABELA 3. Identificacdo dos microrganismos degradadores de gasolina pelo
subsequenciamento do gene do RNAr 16S.

Comparacao da sequéncia do RNAr 16S

Isolado Isolado ou espécie mais proxima
UFRGS02 Pseudomonas putida
UFRGS04 Pseudomonas putida
UFRGSO08 N&o identificado
UFRGS09 Pseudomonas aeruginosa
UFRGS10 Pseudomonas aeruginosa

4.2 Avaliacdo da degradacéo da gasolina comercial pelos isolados
selecionados

4.2.1 Selecdo da concentracdo de gasolina comercial no meio

Os testes para determinacdo do limite de deteccdo, bem como das curvas
de calibracdo foram realizados anteriormente as analises cromatograficas dos
experimentos. Estes testes foram conduzidos em quintuplicatas e repetidos quatro
vezes, com percentuais de gasolina comercial no meio mineral de 0,125; 0,25; 0,5;
1 e 2%. O método mostrou-se linear de 0,25 a 1 %. Desta forma, foi estabelecido
o valor de 1 % de gasolina comercial no meio mineral para a realizacdo dos
demais testes (Apéndice 4). Cunha (1996) afirma que a adicdo de gasolina
comercial nas concentracfes de 1 a 5 %, estimulam igualmente o crescimento

microbiano.



4.2.2 Padronizacao do in6culo

A padronizacdo do inb6culo foi realizada com o isolado UFRGS02
selecionado por ter sido o mais abundante. Conforme observado na Figura 2, o
indculo utilizado foi de aproximadamente 7,3 log UFC mL™ e durante o periodo de

analise de 80 horas, foi possivel caracterizar as diferentes fases do crescimento
bacteriano.
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FIGURA 2. Curva de crescimento do isolado bacteriano UFRGS02 em meio
mineral MM1 contendo 1 % de gasolina comercial (dados sdo média
de duas repeticdes; barras representam o erro padrao).

4.3 Caracterizacdo do comportamento dos isolados pré-selecionados
4.3.1 Curvas de crescimento em meio mineral e etanol ou meio mineral
e gasolina comercial

As curvas de crescimento dos isolados foram obtidas realizando-se leituras
em espectrofotdmetro. Optou-se por avaliar o0 crescimento bacteriano por
densidade otica (D.O.) a partir de testes preliminares realizados. Na Figura 3, sédo
apresentados os resultados de D.O. dos isolados selecionados que cresceram em
meio mineral MM1 contendo 0,24 % de etanol ou em meio mineral MM1 contendo

1,0 % de gasolina comercial durante 54 horas.
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FIGURA 3. Curvas de crescimento dos isolados UFRGS02, UFRGS04, UFRGS08,
UFRGS09 e UFRGS10 em meio mineral MM1 contendo 0,24 % de
etanol ou em meio mineral MM1 contendo 1,0 % de gasolina comercial
durante 54 horas (dados sdo meédia de duas repeticbes; barras
representam o erro padréo).

Observa-se de modo geral que quando os isolados cresceram na presenca
do etanol o periodo de adaptacdo (fase lag) foi mais curto que quando cresceram
na presenca da gasolina comercial. Do inicio do experimento até 6 horas para 0s
isolados UFRGS02, UFRGS08 e UFRGS09 e, até 12 horas, para o isolado
UFRGS10, observou-se o periodo de adaptacédo de crescimento na presenca de
etanol. O isolado UFRGS04 ndo apresentou periodo de adaptacdo para este
substrato, entretanto, na presenca de gasolina comercial, o periodo de adaptacéo
foi de 18 horas também verificado para o isolado UFRGS10. Os isolados
UFRGS08, UFRGS09 e UFRGS02 apresentaram um periodo de adaptacéo de 6,



6 e 12 horas respectivamente na curva de crescimento com gasolina comercial (24
% de etanol).

O etanol pode ser degradado por enzimas constitutivas associadas a rotas
metabolicas existentes, e 0s microrganismos que podem degradar os &lcoois
simples sdo mais comuns na natureza do que 0s microrganismos que degradam
combinacBes de BTX. Entdo, é provavel que muitas espécies que nao podem
degradar BTX proliferem quando o etanol estiver presente (Corseuil et al., 1998;
Powers et al., 2001; Alvarez & Hunt, 2002; Dakhel et al., 2003). Na realidade, o
crescimento microbiano é geralmente mais rapido em etanol, devido a maior
solubilidade do etanol e a presenca de enzimas constitutivas em relacéo a fracéo
BTX (Powers et al., 2001). A fracdo BTX € considerada toxica e com solubilidade
em agua relativamente maior que outros constituintes do petroleo (Lapertot et al.,

2007).

O aumento do numero de células dos isolados ocorreu em uma escala
logaritmica, na presenca de etanol, até as 12 horas para o isolado UFRGSO04, até
as 36 horas para os isolados UFRGS02 e UFRGS10 e até as 54 horas para os
isolados UFRGS08 e UFRGS09, sendo sustentada pela concentracdo de etanol
dissolvida no meio mineral. Assim a quantidade de etanol solivel no meio foi
maior que a demanda pela biomassa, que ainda era pequena, fazendo com que
0S microrganismos crescessem em sua maxima taxa, isto é, o limitante nesta fase

foi somente o metabolismo celular e ndo a biodisponibilidade.

Na presenca de gasolina comercial, todos os isolados levaram 48 horas
para atingir, em uma escala logaritmica, o maior niumero de células, seguidos de
uma fase estacionéaria de crescimento até o final do experimento. Observa-se que
0 isolado UFRGS10 apresentou um numero maior de células (maior densidade
Otica) na presenca de etanol, enquanto que na presenca de gasolina comercial, 0s
isolados UFRGS02 e UFRGS10 € que atingiram praticamente o maior e 0 mesmo
valor de densidade otica.

Abuhamed et al. (2004) avaliaram o efeito da adaptacdo de Pseudomonas

putida Fi1 na biodegradacdo de benzeno, tolueno e fenol. Estes autores
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encontraram que a adaptacéo reduziu o tempo de biodegradacdo do benzeno e
tolueno de 24 para 6 horas (90 mg L™). Lapertot et al. (2007) também avaliaram o
cultivo de bactérias adaptadas para a degradacdo de uma mistura composta de
tolueno, etilbenzeno e xileno. Foi constatado que os resultados do reator
monitorado automaticamente s&o proximos, quase que similares, aqueles

cultivados em condi¢cdes controladas manualmente.

Segundo Gilensoy & Alvarez (1999) muitos microrganismos expressam
enzimas que os habilitam a degradar varios compostos poluentes, entre eles a
fracdo BTEX, entretanto a diferenca na capacidade de degradacao est4 associada
a exposicdo prévia aos contaminantes. Neste sentido, os nossos isolados
bacterianos, embora tenham sido obtidos apoés 3 transferéncias em meio mineral e
gasolina, foram mantidos em agar nutritivo. A preparacédo do in6culo também foi
realizada em meio nutritivo, que do ponto de vista nutricional é caracterizado como
um meio rico. Desta forma, as bactérias ao serem inoculadas no meio mineral
minimo (sais minerais) e gasolina comercial como fonte de carbono,
provavelmente necessitam de um tempo maior para a inducdo de enzimas. Em
Nnossos experimentos os inéculos bacterianos ndo foram previamente crescidos na

gasolina comercial.

4.3.2 Medidas de pH em meio mineral e etanol ou meio mineral e
gasolina comercial
As medidas de pH foram obtidas realizando-se avaliagbes do meio de
cultura sem células. Na Figura 4, sdo apresentados os resultados das medidas de
pH dos isolados selecionados que cresceram em meio mineral MM1 contendo
0,24 % de etanol ou em meio mineral MM1 contendo 1,0 % de gasolina comercial

durante 54 horas.
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FIGURA 4. Medidas de pH do meio mineral MM1 contendo 0,24 % de
etanol e do meio mineral MM1 contendo 1,0 % de gasolina comercial
durante 54 horas de crescimento dos isolados UFRGS02, UFRGS04,
UFRGS08, FRGS09 e UFRGS10.

Na presenca de etanol, ndo foi observado tendéncia geral de
comportamento para os isolados. O isolado UFRGS09 apresentou oscilagdes nas
medidas de pH de 7,0 a 7,7 durante o experimento, associado a um dos maiores
crescimentos bacterianos. Os isolados UFRGS04 e UFRGS10 apresentaram uma
tendéncia a neutralidade ap6s uma curta acidificacdo do meio com variagcdo na
medida de pH em torno de 0,3 no tempo de 6 horas. Entretanto, o isolado
UFRGS04 teve um inicio imediato no aumento do namero de células e o isolado
UFRGS10 apresentou um periodo de adaptacdo do crescimento que durou até as

12 horas. Mesmo apresentando tendéncia a neutralidade, o isolado UFRGS08



apresentou acréscimo de pH de 7,0 para 7,8 nas primeiras 18 horas do
experimento. O isolado UFRGSO02 apresentou reducéo do pH de 7,0 para 6,4 até o
tempo 18 horas, a partir deste tempo foi observado um aumento gradativo do pH
atée 8,1 no tempo 42 horas associado a um dos menores crescimentos
bacterianos.

Quando cultivados em meio mineral com gasolina comercial, todos o0s
isolados apresentaram uma tendéncia a neutralidade ap6s uma curta alcalinizacao
ou acidificacdo do meio. A maior reducdo de pH de 7,0 para 6,4 foi observada
para o isolado UFRGS02, associado também ao seu maior crescimento durante o
experimento. Os isolados UFRGS04, UFRGS08 e UFRGS09 apresentaram um
namero constante na concentracdo de ceélulas a partir dos tempos 30, 18 e 24
respectivamente depois de terem apresentado uma alcalinizag&o inicial do meio.
Embora o isolado UFRGS04 tenha apresentado acréscimo de pH de 7,0 para 8,0
e um aumento na variacao da densidade otica de 0,45, a queda na concentracéo
de células foi menos acentuada em relacdo aos dois isolados acima citados
(Figura 3). O comportamento diferenciado deste isolado em elevar o pH pode
estar relacionado com a producédo de metabdlitos de carater basico.

O valor de pH em que os isolados apresentaram 0 maior crescimento foi
proximo da neutralidade, o que se deve provavelmente a adaptacdo prévia dos
isolados a este pH, uma vez que no enriquecimento e na selecédo dos isolados o
pH do meio era 7,0.

As diferencas observadas no crescimento dentro da mesma espécie, como
€ 0 caso dos isolados UFRGS02 e UFRGSO04 identificados como P. putida e os
isolados UFRGS09 e UFRGS10 identificados como P. aeruginosa, podem ser
atribuidas a capacidade intrinseca de cada microrganismo em manter sua
capacidade metabdlica de degradacdo do etanol ou dos hidrocarbonetos
presentes na gasolina comercial durante o armazenamento e a realizacdo dos
experimentos. Além disto, € esperado a ocorréncia de uma fase lag devido a
transferéncia dos microrganismos de um meio rico (agar nutritivo utilizado no
armazenamento) para o meio mineral mais etanol ou com meio mineral mais

gasolina comercial utilizados nos experimentos.



49

A oxidacao do etanol e dos hidrocarbonetos pelos microrganismos envolve
a transformacéo dos alcanos em alcoois, aldeidos e acidos graxos. A presenca de
metabolitos, como os acidos organicos, pode ser responsavel pela reducao do pH,
mas é preciso considerar etapas intermediarias, que poderdo envolver outros
compostos organicos (sem caracteristicas acidas), alcoois e cetonas.

Desta forma, a competéncia enzimatica das espécies envolvidas (aspectos
fisiolégicos, estabilidade do indculo) em degradar o etanol e os hidrocarbonetos
presentes na gasolina comercial, bem como outros fatores (oxigénio, competicao,
tamponamento da solucdo) podem estar relacionados com a quantidade e o tipo
de acidos produzidos pelos microrganismos.

Ha ainda que se considerar que o meio mineral utilizado apresenta poder de
tamponamento do pH, o que se deve provavelmente a alta concentracdo de
fosfato (2,0 g L™%). Provavelmente, as producdes de metabdlitos pelos
microrganismos em geral, sejam eles acidos ou basicos, pode ter ocorrido em
baixas concentracdes, ndo sendo observada alterac&o significativa no pH devido a

capacidade de tamponamento do meio.

4.3.3 Degradacao do etanol puro ou gasolina comercial em meio

mineral

A verificacdo da capacidade dos isolados em degradar o etanol puro e a
gasolina comercial foi avaliada pela técnica de cromatografia gasosa. Na Tabela 4,
sdo apresentados os resultados de degradacéo do etanol puro (0,24 %) em meio
mineral MM1 e dos compostos etanol, benzeno, tolueno, isébmeros do xileno e
isbmeros do C9 da gasolina comercial (1,0 %) em meio mineral MM1 pelos
isolados UFRGS02, UFRGS04, UFRGS08, UFRGS09 e UFRGS10 inoculados
separadamente.

Observando os dados da Tabela 4, verifica-se que os isolados UFRGSO02 e
UFRGS10 apresentaram poder de degradacdo de aproximadamente 100 e 50 %,
respectivamente, do etanol puro em 24 horas. Para 0 mesmo periodo, os isolados
UFRGS04, UFRGS08 e UFRGS09 degradaram o etanol puro, aproximadamente,

27, 44 e 30 %, respectivamente.
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TABELA 4. Degradacao (%) do etanol puro (0,24 %) em meio mineral MM1 e dos
compostos etanol, benzeno, tolueno, isébmeros do xileno e isémeros
do C9 da gasolina comercial (1,0 %) em meio mineral MM1 pelos
isolados UFRGS02 e UFRGS10 durante 48 horas e pelos isolados
UFRGS04, UFRGS08 e UFRGS09 durante 72 horas, inoculados

separadamente.
Tempo Etanol Gasolina Comercial (1,0 %)
Isolado (h) (0,24 %) Etanol  Benzeno  Tolueno  Xilenos C9
_______ --0p---— - —— -

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

UFRGS02 24 99,7 100,0 0,0 39,9 67,0 0,0
48 99,8 100,0 0,0 39,9 67,0 0,6

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

6 9,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12 17,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

UFRGS04 18 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 27,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 19,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 26,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

6 51 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12 27,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

UFRGS08 18 40,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 43,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 50,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 55,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

6 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

12 11,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

UFRGS09 18 15,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 28,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 41,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 46,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

UFRGS10 24 48,0 100,0 14,5 67,0 59 0,0
48 100,0 100,0 14,63 67,2 59 0,0

Na presenca de gasolina comercial, o isolado UFRGS02 foi capaz de
degradar o tolueno, os isémeros do xileno e os isdbmeros do C9, e ndo sendo
degradado o benzeno do meio mineral em 24 horas. A maior degradagéo ocorreu
com os isdmeros do xileno (67,0 %), sendo que este valor representa 80,0 % de
degradacédo do isébmero de posicao alfa. Os outros isébmeros de posi¢cdo do xileno

nado apresentaram degradacdo. Esse isolado foi o Unico que apresentou
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degradacdo dos isbmeros do C9 (0,6 %). Porém, na presenca do mesmo
substrato e no mesmo periodo, o isolado UFRGS10 mostrou ser capaz de
degradar o benzeno, o tolueno e os isémeros do xileno ndo sendo degradados os
isdmeros do C9. A maior degradacdo ocorreu com o tolueno (67,0 %), seguido
pelo benzeno (14,6 %). A degradacéo dos isbmeros do xileno foi de 5,9 %, sendo
gue este valor representa 18,9 % de degradacdo do isébmero de posicdo gama e
7,5 % do isbmero de posicdo beta. O isbmero de posi¢cdo alfa ndo apresentou
degradacao.

Os isolados UFRGS02 e UFRGS10 identificados como Pseudomonas
putida e Pseudomonas aeruginosa mostraram-se capazes de degradar compostos
toxicos monitorados da gasolina comercial. Segundo Siegmund & Wagner (1991),
a capacidade de degradar tolueno e os isébmeros do xileno pode indicar a presenca
do plasmidio TOL, pois a rota degradadora deste gene néo utiliza benzeno como
substrato, mas sim os isdmeros do xileno e do tolueno, conforme verificado pela
bactéria Pseudomonas putida. Assim como no presente trabalho, Otenio et al
(2005) estudou a degradacdo de BTX por P. putida CCMI 852, portadora do
plasmidio TOL, onde o isolado apresentou a capacidade de degradar os mesmos
compostos (tolueno e os isbmeros do xileno). Este autor também verificou que a
presenca do benzeno reduziu em 50 % a degradacéo desses compostos.

Verificou-se que os isolados UFRGS04 e UFRGS09 ndo degradaram
nenhum dos compostos monitorados da gasolina comercial. Apesar disto e de
terem sido identificados como Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente, observou-se pela curva de crescimento, conforme Figura 3, que
houve um aumento da populacdo microbiana, sugerindo que outros compostos
gue ndo foram monitorados possam ter sido utilizados para o crescimento da
mesma, ja que a unica fonte de carbono e energia era a gasolina comercial. Este
comportamento também foi verificado pelo isolado UFRGS08, o qual nédo foi
identificado no presente trabalho.

Observou-se que o etanol presente na gasolina comercial foi degradado,
preferencialmente, pelos isolados UFRGS02 e UFRGS10 em relacdo a fracao

BTX e C9, no periodo de 24 horas, uma vez que 100 % do etanol foi degradado e
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nenhum dos demais compostos monitorados apresentaram qualquer percentual
de degradacdo neste tempo.

A habilidade destes isolados em degradar preferencialmente o etanol da
gasolina comercial em relagcdo aos compostos BTX e C9 pode estar relacionada
ao fato de o etanol ser um composto de estrutura muito simples sendo facilmente
degradado pelas enzimas constitutivas, que sao aquelas que participam em vias
metabolicas centrais, ou seja, sdo sempre produzidas, independente das
condicbes ambientais (Rice, 2000), enquanto que, a degradacdo dos BTX e C9
requer a atividade de enzimas especificas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Powers et al. (2001) que compararam a biodegradacao do etanol
com o0s compostos BTX e verificaram que o0s isolados cresceram
preferencialmente as expensas do etanol. A degradacdo do etanol consome o
oxigénio, os nutrientes e substratos necessarios para a biorremediacdo dos BTX
nas aguas subterraneas, o que acarretaria no decréscimo da degradacéo dos BTX
pela falta de aceptores de elétrons na agua (Corseuil et al., 1998; Deeb et al.,
2002).

Analisando os dados obtidos para os isolados UFRGS04, UFRGSO08 e
UFRGSO09 verificou-se que os mesmos ndo degradaram preferencialmente o
etanol presente na gasolina comercial, sugerindo que havia outras fontes de
carbono e energia que ndo as monitoradas que foram prontamente utilizadas para
0 seu crescimento. Segundo Lapertot et al. (2007), os solventes (TEX) sao
conhecidos por acumularem e usarem a membrana celular bacteriana, desta
forma afetando a integridade estrutural e funcional da célula, sendo o crescimento
inibido por efeitos téxicos dos TEX. Além disso, o comportamento dos
microrganismos na biodegradacdo € muito inconstante. A capacidade de
degradarem componentes pode ndo se verificar nos mesmos compostos em

idénticas condicdes num momento seguinte.
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4.3.4 Tenséao superficial em meio mineral e etanol ou em meio mineral e
gasolina comercial

Para avaliar se os isolados produziram compostos de acdo tensoativa

durante o crescimento em meio mineral mais etanol ou gasolina comercial, foi feito

a deteccdo de biossurfactantes através do acompanhamento da reducdo da

medida da tensdo superficial. Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados de

tensdo superficial (T.S.) do meio mineral MM1 contendo 0,24 % de etanol durante

o crescimento dos isolados por 72 horas.
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O meio mineral MM1 utilizado durante os ensaios de crescimento dos
isolados apresentou valor proximo (70,2 mN m™) ao encontrado para a agua
destilada (70,0 mN m™). Foi observado que o tratamento controle (sem
microrganismos), na presenca de etanol, ndo apresentou reducao significativa nas
medidas de tensé&o superficial durante 72 horas de incubag¢do. O meio contendo o
isolado UFRGSO02 foi responsavel pela maior reducéo da tenséo superficial (28,0
mN m™, observada no tempo 30 horas), seguido dos isolados UFRGSO08 e
UFRGSO09, cuja reducdo média foi de 29,0 mN m™ no tempo 18 horas. Como a
degradacdo do etanol pelo isolado UFRGS02 foi de 100,0 % em 24 horas e a
reducdo observada na tensdo superficial foi as 30 horas. Sugere-se que 0s
biossurfactantes tenham sido produzidos a partir de alguma substancia de reserva
do isolado UFRGSO02.

Quando cultivados em etanol, o comportamento de trés isolados
(UFRGSO08, UFRGS09 e UFRGS10) foi semelhante. Eles apresentaram reducdes
gradativas nas medidas de tensdo superficial até as 18 horas. A partir deste
tempo, verificou-se um acréscimo que se estendeu até as 48 horas. Téo logo este
tempo foi atingido, as medidas comecaram a reduzir novamente.

Os resultados de tenséo superficial (T.S.) do meio mineral MM1 contendo
1,0 % de gasolina comercial durante o crescimento dos isolados por 72 horas
estdo apresentados na Tabela 6.

Observou-se que a medida do tempo zero do experimento apresentou um
valor de tensdo superficial menor que a do meio mineral (70,2 mN m™) devido ao
estabelecimento do equilibrio entre a gasolina comercial e a fase aquosa do meio
mineral. Ao longo das 72 horas, ndo ocorreu reducdes significativas nas medidas

de tensdo superficial no tratamento sem microrganismos.
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Os isolados UFRGS02 e UFRGS10, que apresentaram as maiores taxas de
degradacdo dos compostos monitorados da gasolina, tiveram a tensao superficial
reduzida de 70,2 para 44,4 e 40,6 mN m™, respectivamente, no tempo de 24
horas, demonstrando que ocorreu a producao de moléculas surfactantes durante a
degradacéo das fracdes avaliadas.

A producdo de biossurfactantes geralmente tem sido associada com o
crescimento celular em meios de cultura ou em meios minerais seja com a fonte
de carbono solavel ou insolavel. Alguns autores reportam a reducdo da tenséo
superficial do meio na fase exponencial de crescimento (Willumsen & Karlson,
1997). Isto foi verificado na Figura 3 pelos isolados UFRGS02 na presenca de
etanol, UFRGS04 na presenca de gasolina comercial, e, UFRGS08 e UFRGS09
na presenca dos dois substratos. Outros autores relatam que a reducdo pode
ocorrer na fase estacionaria, como observado no isolados UFRGS02 e UFRGS08
na presenca de etanol, e UFRGS09 na presenca dos dois substratos, sendo
considerados por muitos autores como metabolitos secundéarios (Desai & Banat,
1997; Wu & Ju, 1998, Ron & Rosenberg, 2001; Pruthi & Cameotra, 2003; Tahzibi
et al.,2004).

4.3.5 indice de emulsificacdo em meio mineral e etanol ou em meio

mineral e gasolina comercial

O indice de emulsificacdo também foi avaliado para a deteccdo de
biossurfactantes. Nas Tabelas 7 e 8, sdo apresentados os resultados de indice de
emulsificacédo (I.E.) do meio mineral MM1 contendo 0,24 % de etanol, ou em meio
mineral MM1 contendo 1,0 % de gasolina comercial, respectivamente, durante 72
horas de crescimento dos isolados.

O surgimento de emulsdo no meio mineral, com células microbianas, na
presenca de etanol ou gasolina comercial indica que os biossurfactantes estao
associados a parede da célula (Koch et al.,, 1991; Bento et al.,, 2007). Esta
emulsdo esteve localizada na interface gasolina/meio, mas preferencialmente
posicionada no meio mineral, sugerindo a presenca de um biossurfactante com

afinidade pela fase hidrofilica.
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A emulsao foi observada nos isolados UFRGS04, UFRGS08 e UFRGSO09,
enquanto que os isolados UFRGS02 e UFRGS10 n&do produziram ou nao foi
verificada a formacdo em nenhum tempo na presenca de etanol. Este
comportamento pode ter ocorrido tendo em vista que o etanol € usado para extrair
a fracdo lipidica da parede celular e pode assim ter solubilizado a formacéo de
emulsédo (Chaud & Sgarbieri, 2006).

TABELA 7. Medidas de indice de emulsificacdo do meio mineral MM1
contendo 0,24 % de etanol, durante 72 horas de crescimento dos
isolados UFRGS02, UFRGS04, UFRGS08, UFRGS09 e UFRGS10.

Controle  UFRGS02 UFRGS04 UFRGS08 UFRGS09 UFRGS10
(MM1 + + MM1 + + MM1 + + MM1 + + MM1 + + MM1 +

Etanol) Etanol Etanol Etanol Etanol Etanol
Tempo - %

(h)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 37,0 0,0 0,0 0,0
12 0,0 0,0 37,0 0,0 0,0 0,0
18 0,0 0,0 14,8 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 29,6 0,0 22,8 0,0
30 0,0 0,0 14,8 0,0 22,2 0,0
36 0,0 0,0 14,8 0,0 29,6 0,0
42 0,0 0,0 115 37,0 23,1 0,0
48 0,0 0,0 9,7 37,0 26,9 0,0
54 0,0 0,0 135 21,4 29,6 0,0
60 0,0 0,0 13,8 17,6 25,8 0,0
66 0,0 0,0 18,1 14,8 0,0 0,0
72 0,0 0,0 19,2 0,0 0,0 0,0

O maior valor de I.LE. (37 %) foi observado nos isolados UFRGS04 e
UFRGSO08 nos tempos 6 €12, e 42 e 48 horas, respectivamente. Verificou-se que
os isolados apresentaram, no mesmo periodo, o maior nimero de células. Apos
esses tempos, o numero de células permaneceu constante.

Conforme Bento et al. (2007), a producado de biossurfactantes pode ocorrer
no final da fase estacionaria de crescimento, sugerindo que seja um metabdlito
secundario, o que foi observado na presenca do isolado UFRGSO08.

Alguns compostos da gasolina possuem baixa solubilidade em agua, o que
pode dificultar o ataque enzimatico dos microrganismos degradadores. A adicao
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de etanol, totalmente solivel, aumenta a solubilidade dos compostos da gasolina,
facilitando a dissolucéo da fracdo BTX na fase aquosa (Da Silva & Alvarez, 2002).
Porém, a medida que o etanol é degradado, os microrganismos podem utilizar
mecanismos que aumentam a sua disponibilidade de substrato as células.

De acordo com os dados de indice de emulsificacdo de gasolina comercial
(Tabela 8) o isolado UFRGS10 apresentou apods 18 horas de incubacdo os
melhores valores, chegando a 61,5 %. Sendo que, nos tempos 24 e 66 horas,
também foi verificada a producdo de emulsdo de 46,15 e 30,77 %,
respectivamente.

O isolado UFRGSO08 apresentou no tempo 12 horas a maior producédo de
emulséo (37 %), coincidindo com a maior reducao de tensao superficial (34,0 mN
m™). Esse valor do I.E. foi atingido também pelos isolados UFRGS04 e UFRGS09
nos tempos 24 e, 48 e 54 horas respectivamente.

TABELA 8. Medidas de indice de emulsificacdo do meio mineral MM1
contendo 1,0 % de gasolina comercial, durante 72 horas de
crescimento dos isolados UFRGS02, UFRGS04, UFRGSO08,
UFRGSO09 e UFRGS10.

Controle UFRGS02 + UFRGS04 + UFRGS08+ UFRGS09 UFRGS10
(MM1 + MM1 + Gas. MM1 + Gas. MM1 + Gas. + MM1 + + MM1 +

Gas.com.) com. com com Gas. com Gas. com
Tempo e om0 e

(h)

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 14,8 20,8 14,8 0,0
12 0,0 0,0 15,9 37,0 18,6 0,0
18 0,0 15,4 22,2 19,6 22,2 61,5
24 0,0 23,1 37,0 16,5 22,2 46,1
30 0,0 0,0 19,2 14,8 22,2 0,0
36 0,0 0,0 14,8 0,0 22,2 0,0
42 0,0 0,0 0,0 0,0 29,6 0,0
48 0,0 0,0 0,0 215 37,0 0,0
54 0,0 0,0 0,0 37,0 37,0 0,0
60 0,0 0,0 14,8 29,6 29,6 0,0
66 0,0 0,0 22,2 22,2 22,2 30,8
72 0,0 0,0 29,6 22,2 22,2 0,0

Os isolados UFRGS02 e UFRGS10 podem ter consumido o surfactante

como uma das fontes de carbono e energia a partir do tempo 24 horas, ja que nédo
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mais foi produzida emulsé&o nos tempos seguintes. Além disso, foi observado que
ndo houve alteragcdes nas porcentagens de degradacdo dos compostos
monitorados da gasolina pelas bactérias (Tabela 4). Por vezes, o consumo do
surfactante pelo microrganismo é decorrente da auséncia, baixa concentracdo ou
indisponibilidade de fonte de carbono e energia no ambiente, gasolina comercial,
induzindo a bactéria a procurar e degradar substratos com esses elementos.

Cunha et al. (2004) isolou microrganismos de locais contaminados com
gasolina e avaliou a producédo de biossurfactantes destes isolados bacterianos
através de medidas de tensdo superficial e indice de emulsificacdo. 70% das
bactérias pertenciam ao género Pseudomonas e quando os isolados cresceram
em meio mineral com gasolina comercial (22 % de etanol), 31 % dos isolados
exibiram indices de emulsificacdo de 100 %, formando emulsfes estaveis com a
gasolina. Porém, neste mesmo trabalho, nas medidas de tensdo superficial apos
72 horas de incubacé&o, ndo foi observado reducdes significativas, sendo a menor
reduc&o obtida de 67,8 mN m™ (no meio mineral) para 43.9 mN m™ por um isolado
identificado como Pseudomonas putida SVGG17. Entretanto, em nosso estudo,
um dos isolados identificados como Pseudomonas putida (UFRGS04) em meio
mineral com gasolina comercial como fonte de carbono, apés 36 horas de
incubacao, reduziu a tensdo do meio de 70,2 mN m™ para 29 mN m™ e apresentou
indice de emulsificacéo de 14,8 %.

Muitos dos surfactantes produzidos por microrganismos degradadores de
combustivel ndo séo constitutivos, requerendo a presenca de alcanos para
induzirem sua sintese. Segundo Rocha et al. (1992) dois isolados de
Pseudomonas aeruginosa produziram biossurfactantes em meio de cultura com
glicose como unica fonte de carbono, embora a adicdo de 6leo bruto na fase
estacionaria do crescimento resultou em um aumento da producdo do
biossurfactante. O consumo de glicose e a atividade emulsificante também foram
acompanhados durante o crescimento de uma Pseudomonas sp. isolada de
tanques de estocagem de 6leo diesel. Apés o consumo de glicose foi adicionado
Oleo diesel e constatado o aumento na atividade emulsificante, sugerindo a

producdo de compostos surfactantes (Bento & Gaylarde, 1996).
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A producdo de bioemulsificantes também tem sido associada com o
crescimento celular em meios de cultura ou em meios minimos. Os
bioemulsificantes sdo geralmente produzidos quando as culturas atingem a fase
estacionaria de crescimento. Em varios casos foi demonstrado que a producéo de
emulsificantes é induzida por sinais moleculares envolvendo quorum-sensing. Esta
caracteristica regulatéria parece ser geral e provavelmente se aplica a producéo
de ambos os emulsificantes de alto e baixo peso molecular (Ron & Rosenberg,
2001).

4.3.6 Deteccao de ramnolipidio

De acordo com os dados da Tabela 2, apresentada no item 4.1.3, dos 5
isolados bacterianos selecionados no estudo, duas bactérias identificadas como
Pseudomonas aeruginosa e o isolado UFRGS 08 produziram ramnolipidio. Os
dois isolados identificados como Pseudomonas putida ndo produziram
biossurfactantes do tipo ramnolipidios, conforme o método proposto por Siegmund
& Wagner (1991). Esta técnica foi originalmente desenvolvida para selecionar
ramnolipidios, mas pode ser utilizada para selecionar qualquer biossurfactante
aniénico de baixo peso molecular (Bodour & Maier, 2002).

Os ramnolipidios fazem parte de uma das maiores classes de
biossurfactantes ja estudadas, os glicolipideos (Maier & Soberon-Chaves, 2000). A
producdo de ramnolipidios é limitada a P. aeruginosa (Bodour et al., 2003), sendo
produzido no final da fase logaritmica e na fase estacionéaria. Eles facilitam a
degradacdo de uma grande variedade de fontes de carbono, desde glicose
(Guerra-Santos et al., 1984; De Jesus, 1998), varios hidrocarbonetos em culturas
liquidas (De Jesus, 1998; Solano-serena et al.,, 1999), até hidrocarbonetos
poliaromaticos (Déziel et al., 1996), principalmente, quando alguns nutrientes,
como N, P, Fe se encontram limitados no meio e em uma variedade de substratos
como glicose (Guerra et al., 1984) e &cido fosforico (Bodour et al., 2003).

O crescimento de Pseudomonas aeruginosa em alcanos de cadeia longa &
atribuido a sintese e excrecdo de ramnolipidios extracelulares. Este fato foi

demonstrado pela marcada reducéo na fase lag durante o periodo de crescimento
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de 60 horas em hexadecano para menos de 10 horas, quando ramnolipidios foram
adicionados ao meio (Wu & Ju, 1998). No entanto, existe uma especificidade de
acdo do biossurfactante associada ao modo de captacdo apresentada por cada
espécie microbiana. Noordman & Jansen (2002) investigaram o efeito da presenca
e auséncia de um ramnolipidio na biodegradacdo de hexadecano por trés
espécies, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus RAG1l e
Rodococcus erythoropolis. O ramnolipidio estimulou a degradacédo de hexadecano
para a Pseudomonas aeruginosa. A presenca do biossurfactante causou um
aumento na hidrofobicidade celular, devido a extracdo de lipolissacarideos do
envelope celular pelo ramnolipidio, o que facilitou a captagdo através do contato
direto entre as células e as goticulas do hidrocarboneto (Noordman & Janssen,
2002). A diferenca no comportamento entre as espécies foi atribuida as diversas
formas de interacdo com o hidrocarboneto, uma vez que o biossurfactante
produzido pelo Rodococcus erythropolis € associado ao envelope celular (Rapp et
al., 1979; Homel, 1990; Noordman & Jansen, 2002).

Mulligan (2005) apresenta uma extensa revisdo que inclui as aplicacdes
ambientais dos biossurfactantes para o tratamento de solo e da agua. Os
biossurfactantes sdo promissores devido a sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e efetividade em aumentar a biodegradacdo e solubilizacdo de
compostos de baixa solubilizacdo. Até o presente momento a maioria dos
trabalhos tém sido realizada com ramnolipidios e outros biossurfactantes precisam

ser investigados, pois podem apresentar muitas propriedades promissoras.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

a) E possivel isolar e caracterizar bactérias a partir de solos contaminados

com hidrocarbonetos com potencial para degradar gasolina comercial;

b) Algumas bactérias selecionadas apresentaram potencial para degradar
tanto o etanol quanto o benzeno, o tolueno e os isébmeros do xileno em meio

mineral no tempo 24 horas;

c) Apenas um isolado apresenta potencial para degradar um isémero de
posicéo do C9;

d) Ocorreu a degradacao preferencial do etanol da gasolina comercial em

meio mineral, no tempo 24 horas, por alguns isolados;

e) Ocorreu a producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes por alguns
isolados durante a degradacdo do etanol ou da gasolina comercial em meio
mineral.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Cromatogramas obtidos por HS GC FID do etanol em meio mineral

ou da gasolina comercial em meio mineral.
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FIGURA 5. Cromatograma padrdo do etanol em meio mineral obtido por HS GC
FID.
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FIGURA 6. Cromatograma padrdo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID, indicando a faixa de tempo de retencdo do etanol,
benzeno, tolueno, isdmeros do xileno e isémeros do C9.
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FIGURA 7. Cromatograma padrdo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID com expansdo em torno do tempo de retencdo do
etanol.



204

ABUNDANCIA(mV)

MLl

VAN

BENZENO

76

5

TEMPO DE RETENGAO (min)

mir

FIGURA 8. Cromatograma padrédo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID com expansdo em torno do tempo de retencdo do

benzeno.



77

it

ABUNDANCIA{mMY)
ra

TOLUENO

3 3

TEMPO DE RETENCAOQ {min)
FIGURA 9. Cromatograma padrédo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID com expansdo em torno do tempo de retencdo do

tolueno.



78

—
o
i

ABUNDANCIA (mV)
[u

XILENO

XILENO
XILENO

NI M VA A

11 12 . 13 14
TEMPO DE RETENGAO (min)

FIGURA 10. Cromatograma padrédo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID com expansdo em torno do tempo de retencdo dos
isébmeros do xileno.
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FIGURA 11. Cromatograma padrédo da gasolina comercial em meio mineral obtido
por HS GC FID com expansdo em torno do tempo de retencdo dos
isébmeros do C9.



Apéndice 2. Meios minerais utilizados e Agar nutritivo utilizado

Meio mineral 1 (Richard & Vogel, 1999)

Solucédo de macronutrientes

Reagentes gL? Substituto gL?
KCL 0,7

KH2PO 2,0

Na,HPOy, 3,0 NaH,PO4.H,O 2,9
NHsNO; 1,0

Solucéo de micronutrientes (1000X)

MgSOy4 4,0 MgS04.7H,0 8,2
FeSO, 0,2 FeS0,.7H,0 0,36
MnCl, 0,2 MNCl,.7H,0 0,31
caCl; 0,2 CaCL,7H.0 0,26

Meio mineral BH (Bushnell-Haas, 1941).

Reagente gL
MgSOs 0,2
CacCl, 0,02
KH2PO4 1,0
K2HPO4 1,0

FeCl; 0,05




Meio agar nutritivo

Reagente gL?
Extrato de carne 3,0
Peptona 5,0

bacteriolégica

agar 15

Caldo nutritivo

Reagente gL?

Extrato de carne 3,0
Peptona 5,0

bacteriolégica

Apéndice 3. Meio azul de metileno

Meio azul de metileno (Siegmund & Wagner, 1991)

Reagente gL™
Peptona bacteriologica 10,0
Lactose 10,0
Fosfato dipotassico 2,0
Azul de metileno 0,065

Agar 15,0
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comercial.
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Apéndice 4. Curva de linearidade da
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Curva de linearidade com solugcdes de meio mineral e gasolina

comercial na faixa de concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2 %
(v/v). Concentracdo padrdo da gasolina comercial no tempo de
retencdo dos C9.
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