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RESUMO

Os bifenilos policlorados (PCBs) sfio compostos organoclorados xenobioticos, distribuidos
globalmente como poluentes do solo, da 4gua e do ar. Estdo incluidos entre os 10 poluentes
orgénicos com maior potencial de toxicidade no mundo. O seu cariter lipofilico parece ser
a base para a bicacumulaciio e biomagnificagiio na cadeia bioldgica. A eliminacio dos
PCBs do meio ambiente pode ocorrer por incineragio, fotélise ou biotransformacio. Este
iltimo mecanismo tem se revelado promissor ¢ vantajoso como estratégia de
biorremediagio de éreas contaminadas. No Brasil, ha registro de contaminac¢io ambiental
desde o litoral norte (Pard) até a Regifio Sul do pais. No estado de Sio Paulo, ocorrem 4areas
contaminadas, notificadas pela CETESB. Os objetivos deste trabalho foram a) isolar e
identificar bactérias capazes de degradar PCBs (os 17 isémeros mais téxicos para os seres
humanos), oriundas de areas contaminadas com este poluente ou com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos; b) quantificar a degradacio de PCBs e acidos clorobenzéicos
(ACBs), pelas linhagens selecionadas e c) investigar a utilizago de PCBs e ACBs de forma
nfo-cometabolica por tais bactérias. Os microrganismos foram isolados de amostras
ambientais mediante cultivo em meio mineral minimo, contendo o bifenilo como tGnica
fonte de carbono. A extragio de PCBs de amostras ambientais foi feita com o emprego da
tecnica de microextragio em fase sélida (SPME) e, do meio de cultura, com o auxilio de
solventes orgénicos. As anélises de PCBs foram feitas utilizando-se um cromatégrafo a gas,
equipado com um detector de captura de elétrons. Para os ACBs, as analises foram feitas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os resultados obtidos sugerem que a)
58 isolados degradaram o bifenilo pela rota do catecol e sio potencialmente degradadores
de PCBs; b) As linhagens RP1B (Pseudomonas pseudoalcaligenes) e RP2A (Arthrobacter
sp.) degradaram PCBs de modo nio-cometabélico; ¢) A linhagem IP16 degradou os PCBs:
PCBI138; PCB153; PCB170 e PCB180, utilizando o bifenilo como co-substrato e d) As
linhagens ‘1P24; TP27 ¢ RCN2 degradaram, respectivamente, 3, 2 e 1 dos 7 ACBs
suplementados ao meio de cultivo, com percentuais que variaram de 6 a 100%. A
contribui¢do desse trabatho vem se somar as poucas pesquisas realizadas no Brasil, nesta
area de estudo e ressaltar a existéneia, em nosso pais, de recursos microbianos capazes de
degradar PCBs ¢ ACBs.
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ABSTRACT

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are xenobiotic and recalcitrant organochlorinated
compounds spread worldwide as a contaminant of air, water, soil and sediments. They are
included among the 10 pollutants with most biotoxicity potential in the world. Hydrophobic
properties seems to be the base for bioacumulation and biomagnification in the food chain.
Although | they can be eliminated from the environment by incineration and
photodegradation, microbial transformation has been revealed as a promising and
advantageous strategy for remediation of contaminated areas. In Brasil, there are records
for PCB occurrence from Paré to South Region. In the State of S3o Paulo, the Companhia
de Tecnologia e Saneamento Ambiental (CETESB) has notified some contaminated areas
with these pollutants. This work is concerned with a) isolation and identification of bacteria
able to degrade PCBs; b) quantitate biodegradation of PCBs and chlobenzoic acids (CBAs)
by selected bacterial strains; ¢) investigate if selected strains are able to use PCBs and
CBAs by non-cometabolic means. Microorganisms were isolated from environmental
samples by cultivation on mineral medium supplemented with biphenyl as sole carbon
source. PCBs were extracted from environmental matrices by using solid phase
microextraction (SPME) technique and from cultivation media by using organic solvents.
PCBs were analysed by a gas chromatograph equiped with an electron capture detector.
CBA analysis were carried out with high pressure liquid chromatography. Our results
suggest that a) 58 isolates degraded biphenyl by the catechol route and are potentially
degraders for PCBs; b) the strains RP1B (Pseudomonas pseudoalcaligenes) and RP2A
(Arthrobacter sp.) degraded PCBs by non-cometabolic means; c) the strain IP16 degraded
the PCBs: PCB138; PCB153; PCB170 and PCB180, using biphenyl as cosubstrate and, d}
the strains IP24; IP27 ¢ RCN2 degraded, respectively, 3, 2 and 1 of the 7 CBAs
supplemented to the cultivation medium; with percentages ranging from 6 to 100%. This
work adds to the little research carried out in Brasil in this field and points out to the

existence of microbial resources able to degrade PCBs and CBAs.
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INTRODUCAO

1.1. Origem, Propriedades e Aplicacdes dos PCBs

Os bifenilos policlorados (PCBs) constituem uma classe de cOTNPOStos
organoclorados sintéticos que t8m como unidade bésica a molécula do bifenilo. Foram
descobertos no final do século XIX, mas somente passaram a ser utilizados em larga escala
por volta de 1930 (WORLD HEALTH ORGANIZATION — WHO, 1993; BREIVIK et al.,
2002a;). O sucesso tecnoldgico e a diversidade de usos dos PCBs foram conferidos pelas
suas notaveis propriedades quimicas e fisicas, isto é, sdo quimicamente pouco reativos, ndo
inflamaveis, termicamente estiveis e tém alta resisténcia elétrica. Foram amplamente

empregados como fluido dielétrico em transformadores e capacitores, fluidos hidraulicos,
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retardadores de fogo e isolantes térmicos; também foram usados na composicio de graxas e
6leos lubrificantes, tintas, papéis copiativos sem carbono, tintas de impresséo e pesticidas
(CAIRNS et al., 1986; WHO, 1993; PELIZZAR], 1995; BREIVIK et al., 2002b).

Cada molécula de PCB (Fig. 1) é formada por cloragio direta do bifenilo, na
presenca de catalisadores. Neste processo, ocorre a substituicio de atomos de hidrogénio
por atomos de cloro nos anéis da molécula do bifenilo (CAIRNS et al., 1986; ERICKSON,
1992; BREIVIK, et al., 2002a). O nimero ¢ a posicio dos atomos de cloro na molécula
determina suas propriedades fisicas e quimicas. As 10 posicbes possiveis para substitui¢des
s30 numeradas de 2 a 6 em um anel e de 2" a 6" no outro anel. As posicdes 2, 6,2 € 6,
adjacentes a ligagdo entre os dois anéis sdo chamadas posicdes orfo; 3, 5, 3" ¢ 57, posigdes
meta; 4 ¢ 47, posigbes para. A estrutura tridimensional dos PCBs esta fortemente ligada ao

angulo de tor¢do entre os dois anéis. O 4ngulo de torgdio, por sua vez, depende do grau de

¢
el ¢
L
o
L.

Figura 1. Molécula de PCB. A inserco de atomos de Cl na estrutura do duplo anel do
bifenilo permite um total de 209 congéneres diferentes. Aqui, a molécula representada € o
2,2°,3,3°,4,5-hexaclorobifenilo (PCB 129).

cloragdo das posigbes orto (LEHMLER; PARKIN; ROBERTSON, 2002). Assim, s@o
chamados de coplanares os PCBs que apresentam os dois anéis no mesmo plano e nfo sio

substituidos nas posi¢Ses orto. Os mono orto, di orto e tetra orto substituidos tém angulos
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de torcio de 49-58°, 58-67° e 86-87°, respectivamente. Os PCBs coplanares tém
propriedades semelhantes as dioxinas e estdo entre os mais tOXicos para os seres vivos. A
férmula molecular dos PCBs é Ci2H;0.,Cl,, onde n € o niimero (1 a 10) de atomos de cloro.
Assim, sdo possiveis 209 congéneres (Tab.1) e um total de 10 homédlogos diferentes
(Tab.2). A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) adotou um sistema de
numeracdo seqiiencial, de 1 a 209, para a nomenclatura oficial dos PCBs (Tab.1). Em
misturas comerciais existem, provavelmente, de 70 (ERICKSON, 1992} a 130 congéneres
(WHO, 1993).

Comercialmente, estes compostos receberam diversas denominacdes: Aroclor,
Pyranol, Pyroclor (Estados Unidos); Phenochlor, Pyralene (Franga); Clophen, Elaol
(Alemanha); Kanechlor, Santotherm (Japdo); Fenchlor, Apirolio (ltdlia) e Sovol (Rissia)
(WHO, 1993). A Tabela 3 mostra a produgio mundial de 1930 até 1993, ano em que a
Russia parou a sua fabricagio e que, portanto, os PCBs, presumivelmente, deixaram de ser
sintetizados em larga escala ao redor do mundo (BREIVIK, et al., 2002a). Globalmente,
conforme mostra a Tabela 3, mais de 1,3 milhdes de toneladas de PCBs foram produzidas
no referido periodo, sendo que mais de 70% corresponde a tri, tetra e pentaclorobifenilo.
Este numero, de fato, pode ser bem maior, uma vez que fabricas na Polonia, Alemanha
Oriental e Austria produziram PCBs em quantidades nfio conhecidas (BREIVIK, et al.,
2002a). Cerca de 50% de todo PCB produzido no mundo foi empregado como fluido
dielétrico (isolante) em transformadores e capacitores (WHO, 1993). A empresa Monsanto
(USA), sozinha, foi responsavel por quase 50% do total de PCBs produzido enquanto a
Bayer (Aiémanha), Prodelec (Franca) e Orgsteklo (Russia) contribuiram, cada uma, com

cerca de 10% do total produzido (BREIVIK, et al., 2002a). O produto Aroclor da Monsanto
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Tabela 1. Nomenclatura oficial (TUPAC) e estrutura dos 209 isdmeros de PCBs.

P o o
| menocioroblientios tetraciorahifenilos pantsciorobilenilos haxacioroblienting
1 2 52 22,55 15 233,44 161 233458
2 3 53 2,2,5% 1% 24.3.45 162 2.5.3.4.5%
3 £ 5 22,66 107 2.3,3.4.5 163 237455
1 siclorobifentios L 2374 108 2.3,3,4,5 164 2.3,9.4.5.6
< 2.7 5% 2330 108 2,3,2,4,8 15 28, 9.55.8
5 2.3 §7 2335 119 23,346 166 234458
3 2y = 233,85 111 23,385 157 2544655
7 2.4 =5 2,3,3.6 112 2.3,3.5.6 168 234458
B 2.4 &0 23,44 113 2.5,3.5.6 169 334455
9 25 &1 23,45 11 23445 heptacloroblinaiion
W0 26 62 23,46 115 23,445 170 2.2,33,44.35
1 iy 63 2,3.4.5 136 23,458 m 22,393,448
12 3.4 &4 23,48 117 2,3,4.58 72 2.2.3.745%
12 34 85 2.3.58 {18 23,445 173 2.2.3.5.4.5,6
1% 35 8 2,344 119 2,3,4,4.6 17 2,7,3,3.4,56
5 Y3 &7 23,48 120 2,3.4,53 175 2.2,5,5.4.5.6
triclorobitenilos ] 23,48 124 23,456 175 2.2.3.5.45%
16 22,3 & 2,3.4.6 122 Z.5.3.4,5 177 2,2,3,3,4.56
17 22.4 ® 2.%.4.5 13 2.3.4,4.5 178 2,2,3,3,555
8 22,8 7 23,45 124 2.3.455% 179 22,322,566
% 2,2.6 7 2355 126 Z.3.4,5¢6 10 22,3445 %
» 233 3 2.9.5.6 gF-3 33448 181 22,324,436
21 2.3.4 7 24,45 127 3.3.4,5,5 182 2.2,3.4.4.5¢
» 2.3.4 7 2.4,4.6 hexsclorobileniios | 183 2,2.3.4.4.5.6
z 23,5 7% 2.3.4.,5 128 22,3347 134 2234468
2 23,6 77 3,344 129 22,3745 185 22,324,556
2 23,4 73 3.3.4.5 120 2.2,0.3.4.8 186 2.2.3,4,585,8
2% 23,5 7 3,355 31 22,3946 187 2.2,3.4,55.6
77 256 80 3,2,8% 122 2.2.3,3,4.6 188 2,234,565
P 24,4 8t 34,46 133 2,2,3,3.5% 189 2.3, 3.44.55
= 2.4.5 pentaciorobitsnilos | 134 22,3,3.5,6 1% 2334458
© 24,6 82 27.33,4. 135 22,3,3.5¢ 194 23.3,44.86
N 248 8 22335 1% 22,359,568 w 23345586
» 246 84 22,338 137 22.3.4,45 " 23,3.£5886
5 z.3.4 & 2,2.3.4.4 138 2,2.3.44.5 ottecloroblisnlios
ol &.3.5 % 22,345 13 2.2.3,44.6 ] 2.2.5.5.48.55
%5 2.3.4 w 22,348 18 2.2.3.4.4.6 195 22334455
% 33,5 82 2,2,3.4,8 14t 2.2,3.45% 1% 22,33,44.58
oo 4.4 £ 2.2.3.4.€ %2 22,2455 197 22,3.3.4,4,6,8
% 24,5 © z2345 { 143 2.2.345% 198 2,2,3,3.455,8
» 3,45 3 2,7.3.4.8 144 22,3456 199 2.7.3.3.45.5.8
___tsirstisroblientlos a2 2.2.3.5,%5 145 22,3465 20 2.2,3.7.45,66
& 2435 <} 27,358 145 223455 ot 22154556
a4 22.3.4 9¢ 22,35% 147 2.2.3.4.56 7. 2.2.3,3.55.66
? ) 2234 s 22,458 148 2235.45¢ 03 L34, &558
a 22,35 2% 22,365 8 2.2.3.4,5.5 204 22348586
& 2235 -+ 2.2,2.4,5 150 22,3456 25 23.3.4.4.55 8
&5 2,2.3.6 =8 22,348 151 2,2,35.5.8 nomactotobilentlos
% 2,2.3¢ %5 22,445 152 2,2,3.58,6 26 | 223344556
& 2,7.4.4 ©0o | 22446 153 22.4.4,55 07 ] 22.33.4454€
8 22,45 101 22,455 154 2.Z.4,45¢6 208 | 222345566
&5 2,2.4,5 R 2,2.4.5¢ 155 2,7,4.£,6¢ decaciorobilenti
0 2.2.48 103 | 224586 15 23.7.44,5 W] 2TATLE 5556
5 22,46 164 22,456 157 2.3.3.4.4.%
58 2.3,7.4.4.8
1“8 23.3.45.%
160 233485

Fonte: Pellizari (1993).
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Tabela 2. Composigio tipica de alguns produtos comerciais (%, com arredondamentos).
De 1950 a 1977, quando parou a produciio de PCBs, a Monsanto produziu Aroclor, 1242;
1254; 1016; 1260 e 1248 nos respectivos percentuais: 52%; 16%; 13%; 11% e 7%
(USEPA, 1996).

Homologos de Aroclor Clophen Kanechlor
PCBs 1016 1242 1248 1254 1260 A30 A60 300 400 500
Monoclorobifenilo 2 1 - - - - - - - -
Diclorobifenilo 1% 13 1 - - 20 - 17 3 -
Triclorobifenilo 57 45 21 1 - 52 - 60 33 5
Tetraclorobifenilo 22 31 49 15 - 22 i 23 44 26
Pentaclorobifenilo - 10 27 53 12 3 16 i 16 33
Hexaclorobifenilo - - 2 26 42 i 51 - 3 13
Heptaclorobifenilo - - - 4 38 - 28 - - -
Octaclorobifenilo - - - - 7 - 4 - - -
Nonaclorobifenilo - - - . 1 - - - - -
Decaclorobifenile - - - - - - - - - -

Tabela 3. Producio global de PCBs em toneladas, de 1930 ate 1993 (BREIVIK, et al,,
2002a).

Empresa Pais Inicio Fim Quantidade

Monsanto Estados Unidos 1930 1977 641.246,00
Geneva Ind. Estados Unidos 1971 1973 454,00
Kanegafuchi Japdo 1954 1972 56.326,00
Mitsubishi Japio 1969 1972 2.461,00
Bayer AG Alemanha 1930 1983 159.062.00
Prodelec Franga 1930 1984 134.654,00
S.A. Cros Espanha 1955 1984 29.012,00
Monsanto Reino Unido 1954 1977 66.542,00
Caffaro . Ivilia 1958 1983 31.092,00
Chemko Tchecosloviaquia 1959 1984 21.482,00
Orgsteklo URSS (Russia) 1939 1990 141.800,00
Orgsintez URSS (Ruissia) 1972 1993 32.000,00
Xi'an China 1960 1979 8.000,00

Total 1.324.131,00
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foi o mais difundido pelo mundo, assim, mesmo os produtos comerciais de outras empresas
possuiam uma composicio semelhante aos desta companhia americana, sugerindo que o
processo de sintese dominado pela Monsanto era empregado, de modo semelhante, em
vérias outras empresas (BREIVIK, et al., 2002a). Uma conseqiiéncia direta deste fato é que,
em ambientes contaminados, quase sempre & possivel associar a composicio de congéneres
de PCBs com algum produto desta empresa, mesmo tendo sido produzido por outra
companhia. O Aroclor apresenta um sistema de identificagio numérico de 4 digitos, onde
os dois primeiros indicam a quantidade de atomos de carbono por molécula de PCB e, os
outros dois, o percentual de cloro presente. Por exemplo, droclor 1242, 1254 e 1260
possuem, respectivamente, 42%, 54% e 60% de cloro em relacdo ao peso total
(PELLIZARI; RODRIGUES, 1997). No Brasil, a mais difundida classe de produtos
contendo PCBs, parece ser a dos Sleos do tipo Askarel, empregados como isolantes em
transformadores e capacitores. Os 6leos Askarel para capacitores eram constituidos de
Aroclor 1242, 1254, 1016 puros ou uma mistura de 75% de droclor 1254 e 25% de
triclorobenzeno. Ja os dleos Askarel mais comuns para transformadores consistiam de 60%
de Aroclor 1260 e 40 % triclorobenzeno (tipo A), e 70% Aroclor 1254 e 30%
triclorobenzeno (tipo D) (ERICKSON, 1992). A comercializacdo de PCBs no Brasil foi
proibida pela portaria interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981 (NOGUEIRA et al,,
1987), a qual proibe, também, utilizagio de PCBs como fluidos dielétricos em novos
capacitores e transformadores, mas permite o uso em equipamentos que estejam em
funcionamento, até que sejam desativados ou substituidos (BANDEIRANTE ENERGIA,

2003).
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1.2. O Problema Ambiental

Os PCBs foram incluidos entre os 10 produtos com maior potencial de
biotoxicidade no mundo (PELLIZARI; RODRIGUES, 1997) e fazem parte da lista de 12
poluentes prioritarios do Programa das NacBes Unidas para o Meio Ambiente (UNITED
NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME - UNEP, 2002; 2003), o qual visa a reducio
e/ou eliminagdo de poluentes organicos persistentes. Estdo disserminados giobalmente como
poluentes do ar, do solo e da agua (Fig. 2). Por serem hidrofobicos, lipofilicos,
semivolatels, quimicamente inertes € pouco biodegradiveis, tém grande propensio &
persisténcia generalizada na natureza. Sofrem adsor¢fo em sedimentos e na matéria
orgénica do solo e da agua (SHAW; CONNEL, 1986); acumulam-se na cadeia alimentar
em moluscos, crustaceos, peixes, aves, répteis, mamiferos marinhos em animais selvagens ¢
nos seres humanos (WHO, 1993). As propriedades lipofilicas sBc a base para a
bicacumulacio e biomagnificagio destes compostos (SHAW; CONNEL, 1986). A
bioacumulagho é geralmente maior no homem e outros animais que ocupam o topo da
cadeia alimentar (BUCHOLSKY et al., 1996).

Os PCBs chegam ao meio ambiente pela deposi¢io intencional ou acidental
em solos, rios, lagos, lagoas ¢ aterros sanitarios de 6leos, detritos contaminados ou artefatos
como antigos transformadores e capacitores. Também, por volatilizac3o, a partir dos locais
de produgio, uso e armazenamento e, ainda, durante o processo de incineracio de lixo

urbano que contenha artefatos ou detritos contaminados com PCBs (LAUBER, 1986).
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Figura 2. Ciclagem dos PCBs no meio ambiente {(modificado de PELLIZARI, 1995).

No Brasil, assim como no mundo, a principal fonte de contaminagiio
ambiental parece estar associada ao emprego de o6leos contendo PCBs em sistemas
elétricos, especialmente em transformadores. Vale salientar que antes da legislacio
brasileira entrar em vigor em 1981, presumivelmente, o descarte de produtos contendo
PCBs era feito de forma indiscriminada em sistemas de esgotos ou aterros sanitarios
{(NOGUEIRA et al., 1987). A depredacio de antigas subestagdes de eletricidade, por
vandalos, a fim de roubarem bobinas de cobre dos transformadores tem ocasionado o
derramamento de grandes quantidades de éleo contaminado com PCBs e parece ser uma
fonte importante de contaminacio. Estima-se que haja cerca de 200 mil toneladas de PCBs
{residuos de ¢leo do tipo ascarel) no Brasil ¢ que apenas 1.500 a 2.000 toneladas, ou cerca
de 1%, sfo tratadas por ano.

O primeiro estudo a detectar a presenca de PCBs no ambiente foi conduzido

pdr Jensen e colaboradores, em 1966. Desde entdo, a comunidade cientifica tem
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investigado os niveis de contaminacio ambiental, bem como o grau de toxicidade deste
produto para os seres vivos, especialmente o homem. A detecgdo destes poluentes em
escala mundial, incluindo lugares remotos como a Antartida (FUOCO et al, 1996;
MONTONE, 1995) e o Mar Glacial Artico (VAN OOSTDAM et al.,, 1999), assim como
alguns incidentes envolvendo seres humanos, como por exemplo, o caso do 6leo de arroz
contaminado, ingerido por quase 2.000 japoneses na localidade de Kyusho, em 1968
(AOKI, 2001; YAO et al., 2002) e na Provincia de Taiwan, em 1979 (KASHIMOTO;
MIYATA, 1986; YU et al.,, 1997, AOKI, 2001), levaram diversos paises a regulamentar a
produgio, comercializagfo, uso e destinagio final de PCBs e, por fim, a descontinuidade de

sua fabricacg#o.

1.3. Efeitos Sobre os Seres Vivos

Para os seres humanos, a fonte mais importante de exposicio aos PCBs € o
alimento contaminado, especialmente peixes (WHO, 1993; DOUGHERTY et al., 2000;
TSUTSUMI et al.,, 2001; CHOI et al., 2002), mas também crusticeos, moluscos, camne
bovina e de aves, leite, ovos, cereais e hortalicas (WHO, 1993). Outras vias de
contaminacdo s3o a inalac3o pelo trato respiratorio e o contato com a pele, principalmente
em exposi¢des ocupacionais e acidentais (WHO, 1993). A contaminacio de recém-nascidos
pelo leite materno contendo PCBs ¢ de especial importancia (ANGULO; MARTINEZ;
JORDAL, 1999; WINNEKE; WALKOWIAK; LILIENTHAL, 2002;), assim como a
transferéncia destes compostos para o feto através da placenta (LANTING et al, 1998;
SALA et al,, 2001; COVACIT et al., 2002; WINNEKE; WALKOWIAK; LILIENTHAL,

2002).
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Diversos efeitos biolégicos dos PCBs sobre os seres humanos tém sido
relatados: aumento de mortalidade por cincer hepatico, da vesicula biliar, do trato
gastrointestinal (WHO, 1993) ¢ melanoma maligno (LOOMIS et al., 1997); aumento do
figado e de doengas hepaticas crénicas (YU et al, 1997); disturbios respiratérios ¢ do
sistena nervoso central (WHO, 1993); alteractes imunolégicas (LU; WU, 1985) e
endécrinas (BROWER et al., 1999); fadiga, nauseas e vémitos, inchaco das paélpebras,
irritagdo de conjuntivas, edema dos membros inferiores e superiores, hiperqueratoses,
escurecimento da pele e alteragdes foliculares, erupgBes cutineas e prurido (WHO, 1993).
Em cniangas, foram encontrados os seguintes efeitos: calcificagiio anormal do cranio,
pigmentacdo escura da pele e de membranas mucosas, hiperplasia gengival, baixo peso ao
nascimento, crescimento reduzido e baixo QI (WHO, 1993; WINNEKE; WALKOWIAK;
LILIENTHAL, 2002;). Embora a indugiio de cincer em animais de laboratério esteja
comprovada (NASARETNAM et al, 1998), o pequeno nimero de mortes nos estudos
sobre a incidéncia de cincer em humanos é uma das principais limitagSes a um desfecho
conclusivo sobre os efeitos carcinogénicos dos PCBs. Muitos dos efeitos relatados acima
estiveram presentes nas vitimas dos acidentes ocorridos em 1968 na localidade de Kyﬁsho
— Japdio (AOKI, 2001; YAO et al, 2002), ¢ em 1979, em Taiwan (KASHIMOTO;
MIYATA, 1986; YU et al, 1997; AQK], 2001) onde foram contaminadas nos dois
acidentes aproximadamente 3.900 pessoas, ap6s o consumo de 6leo de arroz contendo
PCBs. Por volta de 1990, 149 das 1860 vitimas japonesas J& haviam morrido (AQK],
2001). Outros efeitos, como erupgdes cutineas, prurido e irritagio de conjuntivas s3o
encontrados em exposigSes ocupacionais agudas. O nivel médio de PCBs encontrados pela
{}fganizagé‘xo Mundial de Saude (OMS) em populacdes de diversos paises foi de 1 mg/kg de

peso (NOGUEIRA et al, 1987). No Brasil, Wassermann e colaboradores, em 1976,
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detectaram, pela primeira vez, a presenca de PCBs entre brasileiros (mulheres da cidade de
Sédo Paulo, portadoras de neoplasias mamdrias). Em 1987, na grande S#o Paulo, foram
encontrados indices de PCBs da ordem de 2 mg/kg — o dobro do indice médio encontrado
pela OMS em cidades industrializadas (NOGUEIRA et al., 1987). O niimero relativamente
pequeno da amostra (189 casos) nfio foi suficiente para se estabelecer uma média extensivel
a populacdo da cidade de Sdo Paulo. A falta de um sistema eficiente de fiscalizacdo
contribul para a destinac#io inadequada desta fonte de poluigio (NOGUEIRA et al., 1987) ¢,
por este motivo, dentre outros, niveis elevados de PCBs serfio encontrados, provavelmente,
entre habitantes de outras grandes cidades brasileiras. Em relagiio a outros animais, os
principais efeitos encontrados foram: céncer do figado em ratos (aproximadamente 5 mg/kg
de peso em misturas de Aroclor 1260 ¢ Clophen A60 na dieta) e camundongos (15-25
mg/kg de peso em misturas de Aroclor 1254 e Kanechlor 500 na dieta) (WHO, 1993);
cancer de mama em ratos (NASARETNAM et al, 1998); redugdo da capacidade
reprodutiva (efeito na implantagdo do embridio, degeneracio do trofoblasto e da vasculatura
fetal) em mamiferos marinhos (WHO, 1993; BACKLIN et al., 1998). Em macacos Rhesus
(uma das espécie mais sensiveis aos PCBs) sob dieta contendo Aroclor 1248 ao nivel de 2,5
mg/Kg de peso, durante 6 meses, houve aumento da taxa de mortalidade, retardamento do
crescimento, aumento do figado com necroses focais, dentre outros. (WHO, 1993). Ha
relatos, também, da indugfio de enzimas (citocromos P450 e P448) no figado de animais
(rato, camundongo, coelho, cachorro, macaco, entre outros) expostos a droclor 1248, 1254,
1260 e Kanechlor 400, sendo que a indugdo aumenta com o contetdo de cloro da molécula
e € dependente da composi¢io de congéneres com atomos de cloro nas posicdes meta e
para. Ha pesquisas que mostram efeitos de PCBs sobre o sistema enddcrino (alteragées na

ligagio hormdnio-receptor e no equilibrioc de hormdnios esteréides) de ratos cuja dieta
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continha Aroclor 1242 € 1254 ao nivel de 25 a 200 mg/kg de peso, duante periodos de 2
semanas a 36 meses (WHO, 1993); efeitos imunossupressivos tém sido relatados para
animais de varias espécies, sendo macacos e coelhos os mais sensiveis. Outros efeitos, tais
como depressdo da atividade motora em camundongos ¢ diminui¢do dos niveis de
vitaminas A, By, B> e Bs em ratos ¢ camundongos tém sido relatados (WHO, 1993).

Pouco ainda ¢ conhecido sobre os mecanismos de a¢io dos PCBs sobre os
seres vivos, todavia o mais estudado diz respeito a acio desses poluentes (e outros:
dioxinas; B-hexaclorociclohexano; o,p,p DDT; 4-nonylphenol) como horménios ambientais
(MENDES, 2002; PORTIGAL et al, 2002; TAPIERO; NGUYEN; TEW, 2002).
Disruptores enddcrinos ou horménios ambientais sfo substancias exogenas ou misturas que
alteram fungdes do sistema endéerino e, conseqiientemente, causam efeitos  satide de um
organismo ou a sua progénie (BAKER, 2001). Inicialmente acreditava-se que os hormdnios
ambientais atuassem apenas simulando a aciio do horménio natural estrégeno. Hoje,
todavia, considera-se o fato de que tais substincias possam atuar sobre o sisterna endécrino
como um todo. As vérias maneiras pelas quais os hormdnios ambientais podem interagir
com o sistema endécrino sio: 1) simulando o efeito natural do horménio através da ligacio
com o seu receptor; 2) exercendo o efeito antagbnico ao do horménic natural mediante
bloqueio da ligagdo deste com o seu receptor; 3) reagindo diretamente com a estrutura do
horménio para alterd-la; 4) interferindo na sintese do horménio ou 5) interferindo no

transporte ou eliminago do horménio (BAKER, 2001).



26

1.4. Eliminacéio dos PCBs do Meio Ambiente

De acordo com o exposto acima, a eliminagio dos PCBs do meio ambiente ¢
uma questio de importancia fundamental no que diz respeito a preservacio do meio
ambiente ¢ & saide dos seres humanos. Os meios pelos quais os PCBs desaparecem do
ambiente sd3o: a) fotdlise; b) combustio e c) degradacfio por microorganismos
(SAWHNEY, 1586; PELLIZARI, RODRIGUES, 1997). No processo fotolitico ocorre
detoxificagio de algumas formas de PCBs, no entanto, a principal dificuldade, neste caso,
reside no fato de a maior parte dos PCBs estar adsorvida em sedimentos aquaticos e
materiais organicos do solo, portanto, abrigada da luz. Também, um fator que limita a
eliminag3io de PCBs por esta via € a necessidade de fétons com comprimento de onda da
ordem de 280 nm, cujos niveis de energia sdo maiores do que aqueles que normalmente
chegam 4 atmosfera terrestre. Um outro aspecto negativo deste processo € a formacdo de
dibenzofuranos policlorados (PCDFs), ainda mais toxicos do que os PCBs). A combustio
de PCBs deve ser feita sob temperaturas elevadas (cerca de 1.200 °C), do contrério, pode
ocorrer a formagdo de PCDFs e dioxinas. As elevadas temperaturas requeridas neste
prbcesse o toma bastante oneroso. Finalmente, a degradacio microbiana tem se revelado
como a forma mais promissora de eliminagio de PCBs de ambientes contaminados

(PELLIZARI; RODRIGUES, 1997).

1.5. Degradacio Microbiologica de PCBs

Iwata e colaboradores, ¢ Ahmed e Focht, em 1973, foram os primeiros

pesquisadores a constatar a degradacfio de PCBs por microrganismos. Iwata ¢ seus
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colaboradores adicionaram Aroclor 1254 em varios tipos de solo e observaram, apés um
ano, que em solos contendo baixo teor de matéria orginica (0,1 — 3,3%) havia ocorrido
biotransformacéo, resultando no desaparecimento de moléculas de PCBs pouco cloradas. O
percentual restante de matéria organica (aproximadamente 0,1%) consistia, principahncnte,
de isdmeros de PCBs com 5 ou 6 atomos de cloro. J& Ahmed e Focht constatararm a
oxidag3o por 2 espécies de Achromobacter, de para-clorobifenilo (mono e diclorobifenilo),
resultando em acido para-clorobenzédico. Também, a oxidagio do bifenilo, tendo como
produto o 4cido clorobenzéico. Neste caso, bifenilo e para-clorobifenilo foram as tinicas
fontes de carbono disponiveis. A partir destes estudos, a biotransformagio de PCBs tem
sido contemplada em uma grande quantidade de pesquisas. Temas como a selecio de
mCrorganismos competentes, determinagio de rotas metabolicas, isolamento e clonagem
de genes que codificam enzimas degradadoras, modificagio de microrganismos via
engenharia gen€tica, consdrcios entre espécies e estrategias de biorremediagdo in situ ja
estao descritos na literatura, conforme demonstrado a seguir.

Foram isoladas diversas linhagens bacterianas capazes de degradar PCBs,
como: Pseudomonas aeruginosa 142, Arthrobacter globiformis, KZT, Comamonas sp.
(PELLIZARI; RODRIGUES, 1997), Alcaligenes  eutrophus A4, Achromobacter
xylosoxidans KF701, Pseudomonas pseudoalcaligenes K¥707, Pseudomonas putida
KF715, Pseudomonas paucimobilis Q1 (FURUKAWA, 2000a, 2000b; FURUKAWA,
1994). Embora menos freqiientemente relatados, alguns fungos (Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Coriolopsis polyzona) também
sdo capazes de degradar PCBs (KUBATOVA; MATUCHA; SEVCIK, 1996; KRCMAR et
al., 1999; RUIZ-AGUILAR et al.,, 2002). A degradacio destes poluentes por bactérias é

relatada como sendo essencialmente do tipo cometabélica, embora, provavelmente, possam
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existir bactérias capazes de transforma-los de modo nio-cometabolico (COSTA;
DURRANT, 2002). Na biotransformacdo cometabélica dos PCBs o bifenilo € o substrato
analogo normalmente adicionado. Ele deve estar presente para induzir as enzimas que
fardo, competitivamente, a transformacdo de ambos, bifenilo e PCBs (ADRIAENS;
VOGEL, 1995; HERNANDEZ; ARENSDORF; FOCHT, 1995). As enzimas comumente
envolvidas no processo sio 2,3-dioxigenase e 3,4- dioxigenase, cujos genes foram clonados
e seqiienciados em diversas espécies (MASAI et al., 1995; FURUKAWA, 1994, 2000a,
2000b). PCBs sio degradados, principalmente, pela enzima 2,3-dioxigenase (Fig. 3), a qual
inicia o processo inserindo o oxigénio molecular em um anel ndo clorado ou em um anel
que ofereca um par de sitios adjacentes, ndo clorados, nas posi¢des 2, 3 ou 5, 6
(FURUKAWA, 1994). Apesar disto, dioxigenases quiméricas que reanem a capacidade
degradati\fa de ambas as dioxigenases, foram recentemente criadas em laboratorio, em
cepas hibridas (KIMURA et al., 1997; KUMAMARU et al., 1998; SUENAGA et al., 1999;
FURUKAWA, 2000a; 2000b). De um modo ou de outro, os produtos finais destas vias séo
os acidos clorobenzodicos, os quais, normaimente, nfo sio degradados pelos mesmos
microrganismo que catabolizam PCBs (BRENNER; ARENSDORF; FOCHT, 1994) e
podem se acumular no ambiente, constituindo uma fonte de poluicdo para diversos
organismos. Assim, a mineralizagio aerdbica de PCBs ¢ feita, geralmente, por dois tipos
diferentes de microorganismos, aqueles que utilizam o bifenilo e co-metabolizam PCBS e
aqueles que degradam &cidos clorobenzoicos (BRENNER; ARENSDORF; FOCHT, 1994;
FURUKAWA, 1994; HERNANDEZ; ARENSDORF; FOCHT, 1995). Tentativas para
soiucionaf este problema tém sido feitas em laboratério, com a construc3o de linhagens
hibridas de bactérias capazes de mineralizar totalmente moléculas de PCBs. Ja foram

construidas cepas capazes de degradar completamente 2-clorobifenilo, 3-clorobifenilo, 4-
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clorebifenilo, 2,5-diclorobifenilo, 2. 4-diclorobifeniio (FURUKAWA, 1994;
HERNANDEZ; ARENSDORF, FOCHT, 1995; HRYWNA et al, 1999). Em outras
palavras, os genes para a degradagio total dos PCBs j4 existem na natureza, mas ainda nio

foram encontrados em um Gnico organismo.
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Figura 3. Rota enzimatica envolvida na biodegradacio de PCBs por bactérias
(PELLIZARI, 1995): I = PCB; II = 2,3-dihidroxi-4-fenilhexa-4,6-dieno (dihidrodiol); Il =
2,3-dihidroxibifenilo; IV = 4cido 2-hidroxi-6-0x0-6-fenilhexa-2,4-diendico; V = 4cido
clorobenzdico; A = bifenilo dioxigenase; B = dihidrodiol desidrogenase; C = 23-

dihidroxibifenilo dioxigenase; D = composto de metaclivagem hidrolase.

As bactérias anaerébias embora no quebrem as ligages do anel aromético,
contribuem para a biotransformagio de PCBs removendo atomos de cloro da estrutura do
bifenilo (CHANG et al, 1999). Este processo tomna os congéneres mais facilmente
degradaveis por bactérias aerébicas (ADRIENS; VOGEL, 1995; BEDARD; QUENSEN,

1995).
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De um modo geral, um resumo da discussdo feita acima e uma sintese dos
avangos das pesquisas quanto 3 biodegradacio de PCBs pode ser enumerada abaixo,
conforme FURUKAWA (2000a): 1) Os PCBs sio degradados oxidativamente por bactérias
aerobicas ¢ outros microrganismos como os fungos de degradacio branca. Também podem
ser desalogenados por bactérias anaerdbias; 2) a biodegradacio de PCBs ¢é extremamente
dependente do nimero de cloro, bem como da posicio que eles ocupam nos anéis do
bifenilo; 3) a capacidade de degradacio e desalogenacio € altamente linhagem-dependente;
4) bacténias utilizadoras de bifenilo podem co-metabolizar muitos congéneres de PCBs até
acidos clorobenzdicos pelas mesmas enzimas que catabolizam o bifenilo; 5) enzimas
envolvidas na degradagdo de PCBs foram purificadas e caracterizadas; 6) o cluster de genes
bph responsaveis pelas enzimas de degradagio de PCBs foram clonados a partir de varias
linhagens bacterianas; 7) a engenharia genética tem permitido a construcdo de enzimas
quimeéricas, as quais exibem capacidade mais ampla e maior eficiéncia de degradacio de
PCBs e outros compostos aromaticos.

Na discussio apresentada acima, fica claro que os microrganismos sio
potencialmente importantes na remocio de PCBs do meio ambiente e que estes podem ser

um eficiente recurso estratégico para a despolui¢io de dreas contaminadas.

1.6. Pesquisas Brasileiras

No Brasil, ha relatos da existéncia de varios locais contaminados com PCBs
(MONTONE, 1987; TANIGUCHI, 1995; COMPANHIA DE TECNOLOGIA E
SANEAMENTO AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO (CETESB), 1997, 2002;

COSTA et al, 2001; PELLIZARI, 2002; PIZA; MANFIQ, 2002; DEL GRANDE,



REZENDE, 2003) e de niveis elevados deste poluente no organismo de brasileiros
(NOGUEIRA et al, 1987). Apesar disso, hd poucos estudos que tenham selecionado
organismos competentes para a degradacio de PCBs a partir de amostras de solos e
sedimentos brasileiros. PIZA e MANFIO (2002), mediante extracio direta de DNA de
amostras de lama/sedimentos do Estuario da Baixada Santista no Estado de Sio Paulo -
uma area altamente poluida com hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos € PCBs, encontraram alta diversidade bacteriana (embora menor que a da area
nao contaminada, usada como controle). Isso sugere que a comunidade microbiana desses
locais pode apresentar grande potencial para a biorremediagdo. Fol o que constatou
PELLIZARI (2002), a partir de amostras de lama/sedimentos do estuario citado acima,
quando isolou bons degradadores de PCBs. Em outro estudo, PELLIZARI e colaboradores
(1996), analisaram amostras de solos coletadas em algumas localidades do estado de Sio
Paulo (Cubatdo, Jabaquara) e sedimentos do Rio Pinheiros. Apesar de suas amostras nio
apresentarem residuos de PCBs, microrganismos selecionados a partir delas (Comamonas
lestosteroni € Xanthomonas maltophilia) mostraram boa capacidade para degradar este
poluente.

No presente trabalho, o interesse estd voltado para a biodegradacio dos 17
PCBs mais t6xicos em relagio aos seres humanos e que apresentam grande persisténcia no
meio ambiente (SAFE, S.; SAFE, L.; MULLIN, 1985; DUINKER; SCHULTZ; I"ETRICK,
1988; McFARLAND; CLARKE, 1989; WHOQ, 1993; ANGULO; MARTINEZ; JODRAL,

1999).
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OBJETIVOS

Isolar € identificar bactérias capazes de degradar PCBs, presentes em amostras (borra
de dleo de transformador) contaminadas com este poluente, coletadas no Estado de S3o

Paulo.

Testar as bactérias produtoras de biossurfactantes da Colecio de Culturas do

Laboraténio de Sistematica e Fisiologia Microbiana quanto 3 capacidade de degradar

PCBs.

Quantificar, via cromatografia em fase gososa, o potencial das bactérias selecionadas
quantb a degradacdo dos 17 congéneres de PCBs mais téxicos e persistentes para os

seres humanos.
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4). Quantificar, via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o potencial das

bactérias selecionadas quanto & degradacio de 4cidos clorobenzdicos (o produto final

da biotransformacio de PCBs).

5). Avaliar a capacidade das bactérias selecionadas utilizarem PCBs e ACBs de forma nio-

cometabolica.
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1l

MATERIAL E METODOS

O fluxograma mostrado na préxima péagina (Fig. 4) permite visualizar, de
um modo geral, as etapas deste trabalho bemn como aspectos metodolégicos envolvidos na
sua execucgdo. Em resumo, bactérias isoladas de 4reas contaminadas com PCBs ou
produtoras de biossurfactantes {(Colecio de Culturas do LSFM), selecionadas a partir do
substrato bifenilo foram empregadas em 4 testes: 1)} crescimento cometabélico
bifenilo/PCBs; 2) crescimento cometabdlico bifenilo/ACBs; 3) crescimento em mistura de
17 PCBs e 4) crescimento em ACBs. Na identificagdo das bactérias selecionadas para os
testes de Biodegradag:‘éo de PCBs ¢ ACBs foram empregados testes bioquimicos classicos.
A quantificacio da biodegradacio de PCBs e ACBs foi feita com o auxilio das
cromatografias CG/ECD e CLAE, respectivamente. Os detalhes dos procedimentos

metodoldgicos de todas as etapas deste trabalho serfio apresentados a seguir.



Bactérias isoladas de dreas contaminadas
com PCBs ou: produtoras de biosurfactantes

v

l Teste 1

Crescimento
cometabolico:
bifenilo-PCBs

Seleciio : Crescimento em bifenilo
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Teste 3 l

l Teste 4

Teste 2 l

Crescimento em
PCBs (mistura de
17 congéneres)

Crescimento em
ACBs

'

v

Crescimento
cametabdlico:
bifenilo-ACBs

Identificagdo dos microorganismes

€

Quantificaciie da degradacio

Figura 4. Fluxograma ilustrativo das etapas deste trabalho: 4 testes foram aplicados as
bactérias que cresceram na presenga do bifenilo, ou seja: degradagfo cometabdlica de PCBs
(teste 1); degradacio cometabolica de clorobenzoatos (teste 2); utilizacdo de PCBs como
tnica fonte de carbono (teste 3) e utilizacgio de 4cidos clorobenzdicos como tnica fonte de

carbono (teste 4).
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PCBs foram adquiridos da AccuStandard (New Haven, CT), com pureza superior a 99,5 %,

exceto os PCBs 105 €156, com grau de pureza de 99,0 %.

Tabela 4. Os 17 PCBs estudados neste trabatho.

N2 IUPAC PCBs

28 2,4,4°-Tricloro bifenilo
52 2.275,5 - Tetracloro bifenilo
74 2,4.4° 5- Tetracloro bifenilo
77 3,3",4,4’- Tetracloro bifenilo
99 2,27,4,4° 5-Pentacloro bifenilo
101 2,2°,4,5,5°- Pentacloro bifenilo
105 2,3,3°,4,4°- Pentacloro bifenilo
118 2,3°,4,4°,5- Pentacloro bifenilo
126 3,3’.4,4° 5- Pentacloro bifenilo
128 2,2°,3,3°,4,4’-Hexacloro bifenilo
138 2,27,3.4.4°,5’- Hexacloro bifenilo
153 2,2°,4,4°,55°- Hexacloro bifenilo
156 2,3,37,4.4,5- Hexacloro bifenilo
169 3,3°,4,4°,5,5°- Hexacloro bifenilo
170 2,2°,3,3°,4,4°,5-Heptacloro bifenilo
179 2,2°,3,3°,5,6,6’- Heptacloro bifenilo
180 2,2°.3.4,4° 5,5°- Heptacloro bifenilo

3.3. Isolamento de Microrganismos a Partir de Amostras de Campo

Os Microrganismos foram isolados em meio mineral minimo conténdo
0,05% (p/v) de bifenilo como tnica fonte de carbono e (g/l) K;HPO, 1,6; KH,PO, 0,2;
(NH4):S0s, 1; MgS0..7H,0, 0,2; FeS0,.7H,0, 0,01; NaCl, 0,1; CaChL.2H,0, 0,02 ¢
preparado conforme descritc por Pellizari (1995; 2000), isto é, os reagentes foram
adicionados a 1 litro de dgua deionizada ou destilada, homogenizados e autoclavados a

121°C por 15 minutos. Antes da autoclavagem, o pH final foi ajustado para o valor 7,0. O
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bifenilo foi adicionado apds a autoclavagem em forma de cristais ou dissolvido em acetona
(BEDARD et al., 1986).

O protocolo experimental de isolamento de microrganismos do material
coletado em campo estd esquematizado na Figura 7. Dez gramas de material (borra de dleo
de transformador) foram colocados em Erlenmeyer de 500 mL e diluidos em 100 mL de
solugdo salina (NaCl 0,85%). Apos cerca de meia hora de agitacio branda, intercalada com
intervalos de repouso (5 minutos), 10 mL do sobrenadante desta solugdio foram adicionados
a 90 mL do meio mineral descrito acima. O Erlenmever foi mantido em plataforma de
agitacdo (150 rpm, 30°C) por 4 dias. Apés este periodo, 10 mL foram transferidos para um
meio novo, a cada quatro dias, trés vezes consecutivas. O tempo total de cultivo em meio
liquido foi, portanto, de 16 dias. O préximo passo foi a preparagio de dilui¢Bes seriadas
(107 a10%e subseqiiente plaqueamento, ou seja, aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foi
espalhadas com alga de Drigalsky na superficie de placas de Petri, contendo o mesmo meio
de cultivo adicionado de Agar (20 g/ L). Incubaram-se as placas a 30°C e, apos 24 horas de
cultivo, miciou-se a observaciio do crescimento de coldnias morfologicamente diferentes,
bem como a coloragio amarela tipica que se difunde no agar, quando o bifenilo é
transformado a catecol. A partir do quarto dia de cultivo deu-se inicio ao isolamento das
colbnias diferentes, quando estas j4 apresentavam bom crescimento. Os sais foram obtidos
da Synth (Diadema, SP) e, o bifenilo foi fornecido puro, pela Supelco (Bellefonte, PA), ou

com pureza de 99.8 %, pela Chem Service (West Chester, PA).



AMOSTRA:10g

v
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SOLUCAO SALINA(NaCl 0,85%): 100 mL

v

SOBRENADANTE: 10 mL

v

MEIO MINERAL + BIFENILO (0,05%): 100 mL

v

PLATAFORMA DE AGITACAO: 150 rpm; 30°C; 4 DIAS

v

(UMA A CADA 4 DIAS)

3 TRANSFERENCIAS CONSECUTIVAS

MEIO MINERAL + BIFENILO (0,05%)

|

PLACA DE PETRI
MEIO MINERAL

+ BIFENILO (0,05%)
+ AGAR

!

COLONIAS ISOLADAS

Incubagdo a 30°C

Reisolamento 3X
consecutivas

Checagem da pureza:
Coloracgo de Gram

Figura 7, Protocolo experimental para isolamento de linhagens em meio mineral minimo

contendo o bifenilo como tmica fonte de carbono.



43

3.4. Seleciio NAo-cometabélica de Bactérias na Presenca de 17 PCBs

Culturas de enriquecimento — Todas as linhagens isoladas na primeira ¢
segunda coletas, selecionadas em bifenilo como unica fonte de carbono (Anexo A, p.85;
Anexo B, p.87), foram inoculadas em meio mineral minimo, tendo os PCBs como tmica
fonte de carbono. Células entre 24 e 36 horas de cultivo em agar nutritivo foram
ressuspensas em solucdo salina, at¢ a densidade optica (DO) de 1 (A=615nm) (PELLIZARI,
1995). Uma aliquota de 1mL foi transferida para 9 mL do meio mineral, contendo os 17
congéneres de PCBs mostrados na pagina 40 (Tab. 4), cada um na concentracio final de 2
ppm. O cultivo foi feito sob agitacdo (150 rpm), em tubos de 60 mL selados e incubados a
30 °C. Como se pode ver, a etapa de enriquecimento descrita aqui segue, em linhas gerais, o
mesmo procedimento utilizado para isolamento destas linhagens em bifenilo (Fig. 7,p42) a
partir das amostras ambientais coletadas, porém, com um detalhe mportante, apds cada
transferéncia, o frasco do qual se retirou a aliquota transferida, permaneceu incubado nas
mesmas condigdes (30°C, 150 rpm). Assim, no final da fase de enriquecimento seletivo, foi
possivel avahiar a existéncia de células vidveis ao longo do processo, mediante transferéncia
de aliquotas de cada etapa (cultivo inicial, 1%, 2* e 3* transferéncia) para meio. solido
contendo apenas PCBs como fonte de carbono ¢ para meio nutritivo (agar nutritivo). As

transferéncias foram feitas a cada 6 dias.
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3.5. Selecdio Nio-cometabolica de Bactérias na Presenca de 12 Acidos Clorobenzéicos

Culturas de enriquecimento — Linhagens RTs e IPs (cédigos atribuidos as
bactérias isoladas de amostras das subestacdes de Pantojo e Iperd, respectivamente), entre
24 e 36 horas de cultive em agar nutritive foram ressuspensas em solucdo salina, até a
densidade optica (DO) de 0,75 (A=600nm) (FAVA, 1996). Apds este procedimento, foram
inoculadas em meio mineral minimo, tendo como Unica fonte de carbono 12 dos 14 ACBS
mostrados na Tabela 5. Os acidos 2,3,5,6 - tetraclorobenzdico e 2,3,45,6 -
pentaclorobenzdico, por estarem em pequenas quantidades, ndo foram usados nestes
ensaios. Uma aliquota de 5 mL foi transferida para 45 mL do meio mineral descrito na
tabela 2, contendo os 12 ACBs que queriamos estudar, cada um, na concentragdo final de 1
mM. O cultivo foi feito sob agitagio (150 rpm), em Erlenmeyers de 200 mL, incubados a
30°C. A etapa de enriquecimento seletivo, neste caso, também segue as linhas gerais do
procedimento mostrado na pagina 42 (Fig. 7). Em outras palavras, apos ¢ cultivo em meio
liquido, com 3 transferéncias seriadas, realizou-se o plaqueamento em meio sélido (agar+
meio mineral + fonte de carbono), contendo a mesma fonte de carbono, para isolamenﬁo de
células. Aqui, também, apdés cada transferéncia, o frasco do qual se retirou a aliquota
transferida, permaneceu incubado nas mesmas condigdes (30°C, 150 rpm). Assim, no final
da fase de enriquecimento seletivo, foi possivel avaliar a existéncia de células vidveis ao
longo do processo, mediante transferéncia de aliquotas de cada etapa (cultivo inicial, 12
transferéncia, 2* transferéncia e 3% transferéncia) para meio sélido contendo apenas ACBs
como fonte de carbono e para meio nutritivo (agar nutritivo). As transferéncias foram feitas

a cada 7 dias. Os ACBs foram obtidos da Supelco (Bellefonte,PA)
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Tabela 5. Relagio dos ACBs que foram estudados neste projeto.

Acidos Clorobenzoéicos

4 - acido clorobenzéico
3 —acido clorobenzdico
2 — acido clorobenzdico

3,5 — 4cido diclorobenzodico

3,4 — acido diclorobenzoico

2,6 — acido diclorobenzéico

2,5 — acido diclorobenzéico

2,4 — 4cido diclorobenzoico

2,3 — acido diclorobenzdico

2,4,6 — acido triclorobenzoico

2,3,6 - acido triclorobenzéico

2,3,5 — 4cido triclorobenzéico

2,3,5,6 — acido tetraclorobenzdico*
2,3,4,5,6 — acido pentaclorobenzdico™
* Estes ACBs nio foram empregados no estudo descrito acima por nio estarem
disponiveis nas quantidades requeridas para os experimentos.

3.6. Selecdo de Bactérias Produtoras de Biossurfactantes Capazes de Crescer na

Presenca de Bifenilo

Setenta e duas linhagens de bactérias da Colegfio de Culturas do Laboratério
de Sistematica e Fisiclogia Microbiana da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp {Anexo C, p.89), preservadas sob congelamento em soluciio de glicerol/caldo
nutriente (10% v/v), foram submetidas a reativagdo com o intuito de serem testadas quanto
a capacidade de crescimento na presenca do bifenilo. Todas as linhagens foram isoladas de
borra de oleo diesel e sio produtoras de biossurfactantes (JACOBUCCI, 2000). A
reativagdo se deu por cultivo direto em agar nutritivo ou caldo nutriente, para linhagens de

dificil crescimento em meio sélido. Apds a reativacdo, foi checada a pureza através da

coloracéo de Gram.
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Etapa de enriquecimento — Uma alcada de cada linhagem, cultivada por
24hs em meio agar nutritivo, foi transferida para o meio mineral contendo o bifenilo como
tnica fonte de carbono (5 mL, em tubos largos, fechados com tampdes de algoddo). Os
tubos foram mantidos em plataforma de agitaciio (160 rpm, 30°C) por 4 dias. Apds este
periodo, 500 pL de cada tubo foram transferidos para um meio novo (de composigio igual
a0 meio mineral imicial) por trés vezes consecutivas. O tempo total da fase de
enriquecimento foi, portanto, de 16 dias. O préximo passo foi a transferéncia de uma
aliquota de cada tubo para placas de Petri, contendo 0 mesmo meio de cultivo mais agar,
seguido de incubagdo a 30°C. Apds 24 horas de cuitivo, observou-se a presenga ou nio da
coloracdo amarela tipica que se difunde no agar, quando o bifenilo é, enzimaticamente,
degradado a produtos de metaclivagem (FURUKAWA, 2000a; 2000b) e catecol
(FURUKAWA, 2000a; 2000b; PELLIZARI, 1995). Neste estudo, 56 das 72 linhagens de
bactérias (Anexo C, p.89) reativadas do congelamento foram testadas quanto a capacidade

de utilizacio do bifenilo como fonte de carbono.

3.7. Biodegradacio Nio-cometabolica de PCBs

Trés linhagens (RP1B; RP2A e IPP1) isoladas de meio séhdo contendo 17
PCBs como tnica fonte de carbono, conforme o procedimento descrito no item 3.4 (p.43),
foram cultivadas por 24 — 36 horas em agar nutritivo. Em seguida, foram centrifugadas (~
4.430 x g; 10 min; 4 °C) e ressuspendidas 4 vezes: 3 vezes em tampio fostato-salina PBS
(0,05 M) e, finalmente, em meio mineral. A absorbancia foi ajustada para o valor 1 (A=615
nﬁa). Aliquotas de 1 mlL foram transferidas para tubos de vidro de 25 mL (em triplicatas) e

os 17 PCBs (solubilizados em acetona) foram suplementados na concentraciio final de 2
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ppm para cada PCB. Apés 1 h (para evaporagio da acetona), os tubos foram fechados
hermeticamente. Nos tubos do grupo controle, as células foram mortas Por aguecimento a
70 °C por 20 minutos, antes da adigio dos PCBs. Os tubos foram incubados sob agitacdo de
150 rpm e 30 °C. A linhagem RP1B foi analisada ap6s 18 dias de incubacio e as demais
(RP2A ¢ IPP1), apos 33 dias. Para encerrar o experimento, os tubos (incluindo os controles)
foram aquecidos em banho-maria por 20 minutos, a 70 °C.

Extracio e analise cromatografica de PCBs ~ Os PCBs foram extraidos 3
vezes com 3 volumes de n-hexano em cada extracio e concentrados para 1 mL em
evaporador rotatério (PELLIZARI et al., 1996). A etapa de concentracdo em evaporador
rotatorio foi feita apenas para a linhagem RP1B. Para as linhagens RP2A, IPP1, bem como
para as demais extragdes de PCBs feitas neste trabatho, esta dltima etapa foi suprimida
porque constatou-se que ela reduz muito o rendimento da extragio; ao invés disso, apos a
extragdo com n-hexano, fez-se a dilui¢io direta dos PCBs para a concentragdo final de 80
ppb, da qual foram retiradas aliquotas de 0,2 pl para mjecdo no cromatografo. As
amostras foram analisadas em um cromatégrafo a gis, equipado com um detector de
captura de elétrons (Perkin Elmer, Shelton, CT). Para a linhagem RP1B, foi empregada
uma coluna capilar com fase estacionaria apolar, 100% dimetil polisiloxano, PE-1HT de
30m x 0,25mm x 0,10um. Para todas as outras analises a coluna foi, também, uma PE-1HT
do mesmo fabricante, porém com dimensdes diferentes, 30 m x 0,32 mm x 0,25 um. Antes
das injegdes, as amostras da linhagem RP1B foram diluidas para 60 ppb (80 ppb para todas
as demais linhagens deste trabalho) e 0,2 ul foram injetados, no modo splitiess. Para a
linhagem RP1B, as condi¢des cromatograficas foram as mesmas. apresentadas no item 3.2

{p-39), exceto no que se refere 4 programagio de temperatura, a qual foi como descrita a
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seguir: 80°C — 180°C (15°C/min); 180°C (1 min); 180°C — 190°C (0,5°C/min); 190°C —
280°C (20°C/min). A avaliagio da biodegradagio foi feita mediante comparagio das
diferencas entre as areas dos picos dos cromatogramas dos grupos controle e experimental.
O teste t foi empregado para avaliar a significincia estatistica (P = 0,05) das diferencas de

média entre os grupos experimental e controle.
3.8 Biodegradacio Cometabdlica de PCBs

Neste estudo, as linhagens RCN2; IPN4B; IP13; IP16; IP24 e IP27, foram
cultivadas em bifenilo (0,05%), suplementado com extrato de levedura (0,005%), até
atingirem bom crescimento (4 a 8 dias); a seguir, foram centrifugadas (~ 4.430 x g; 10 min;
4°C) e submetidas aos mesmos procedimentos descritos no item anterior. Apés 18 dias de
cultivo procedeu-se a analise cromatografica como descrita no item anterior. Aqui, também,
o teste t foi utilizado para avaliar a si@iﬁcz‘mcié estatistica (P = 0,05) das diferencas de

media entre os grupos experimental e controle,
3.9. Biodegradacio de Acidos Clorobenzéicos

As mesmas bactérias utilizadas no estudo de biodegradacio cometabolica de
PCBs (item anterior) foram testadas quanto & biodegradacio de acidos clorobenzdicos .
Para esta etapa, as linhagens RCN2; IPN4B; IP13; IP16; IP24 e IP27 foram cultivadas
previamente em bifenilo, suplementado com extrato de levedura (0,005%) e preparadas
exatamente como descrito no item (3.7, p.46)}, exceto no que se refere & concentragio de

ACBs, que foi de 0,5 mM para cada um dos 7 ACBs empregados (Tab. 6). Também, o



49

volume final das aliquotas de cultivo foi de 2 mL e nfio de 1 mL, como no caso dos PCBs.

O experimento foi encerrado apos 18 dias de cultivo.

Tabela 6. Os 7 acidos clorobenzéicos testados quanto & biodegradacio.

Acidos Clorobenzoicos
3,5 — acido diclorobenzodico

3,4 - acido diclorobenzoico
2,4 — acido diclorobenzéico
2,3,6 — acido triclorobenzdico
2,3,5 - acido triclorobenzdico
2,3,5,6 — acido tetraclorobenzéico

2,3,4,5,6 — acido pentaclorobenzéico

Analise cromatogrifica de ACBs — Antes das anélises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), as amostras foram acidificadas (HCL, IM)apH 2 ¢
centrifugadas a ~ 9.960 x g, por 10 minutos, a 4°C (ADRIAENS; FOCHT, 1991). Apés
isso, o sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta pasteur e o volume completado com
agua deionizada para 5 mlL. Aliquotas de 20 uL foram injetadas, em cromatdgrafo
Shima&zu LC-6A, equipado com detector espectrofotométrico UV Shimadzu SPD-6A,
ajustado para o cemprimenfo de onda de 229 nm. A coluna empregada foi uma C-18
(Varian) de fase reversa, com 15 em de comprimento e 4,6 mm de dismetro. A fase mével
utilizada foi uma mistura 1:1 de 4cido acético (1%) e metanol, degaseificada com
degaseificador DGU-2A (Shimadzu). A vazdo da fase mével foi de 1 mL por minuto. Os

cromatogramas foram gerados pelo integrador C-R7A Plus, também da Shimadzu. A
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avabacio da biodegradaciio foi feita mediante comparacio das diferencas entre as areas dos
picos dos cromatogramas dos grupos controle ¢ experimental. O teste t foi empregado para
avaliar a significncia estatistica (P = 0,05) das diferencas de média entre os grupos

experimental e controle.

3.10. Identificaciio das Linhagens Bacterianas Utilizadas nos Testes de Biodegradacio

As linhagens bacterianas selecionadas para os ensaios de biodegradaggo de
PCBs e ACBs foram identificadas com o auxilio de testes bioquimicos classicos (MAC

FADDIN, 1980) e do Bergey 's manual of determinative bacteriology (HOLT et al., 1994).
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1V

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil Cromatografico das Amostras Ambientais

Dez dos 17 PCBs estudados neste trabalho parecem estar presentes na borra
de dleo de transformador da segunda coleta de campo (subestacdo de Iperd), conforme
mostra a Figura 9 (p.54). Nota-se que os tempos de retenciio dos PCBs 28; 52; 74; 101; 99;
118; 153; 179; 138 e 180 coincidem com picos correspondentes no cromatograma da
amostra ambiental (Fig. 9 B e C, p.54). Na Figura 9 B, os picos aumentados devido 2
adigdo de padrdes 4 amostra correspondem, supostamente, aos PCBs que t€m os mesmos
tempos de retengfo em C. No cromatograma C foi usada uma baixa concentracdo de

padrdes de PCBs, por isso, os dois primeiros picos estio depreciados em relacdo aos
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demais. A ordem de elui¢do dos PCBs no cromatograma C é: PCB 28; PCB 52; PCB 74;
PCB 101; PCB 99; PCB 77; PCB 118; PCB 105 ¢ PCB 153 (co-eluidos); PCB 179; PCB
138; PCB 126; PCB 128; PCB 156; PCB 180; PCB 169 ¢ PCB 170. Ja no caso do material
proveniente da primeira coleta de campo, as andlises cromatograficas ndo sugerem a
presenga de nenhum dos PCBs estudados, mesmo quando a amostra foi aquecida a 60°C e a
fibra de extragdo (SPME) ficou exposta por 40 minutos no keadspace (Fig. 8).

Embora a CETESB tenha relatado a existéncia de PCBs ne local onde foi
realizada a primeira coleta de campo (subestagdo de Pantojo), as analises realizadas néo
revelaram a presenca de nenhum dos PCBs estudados neste projeto. Vale salientar que em
conversas mantidas com o gerente da agéncia ambiental da CETESB, que conduzia o
processo, ficou evidente que os locais amostrados (Fig. 5 ¢ e d, p. 37) para este estudo e
para a analise da CETESB foram diferentes. No entanto, levando-se em consideracio a
grande quantidade de isolados bacterianos obtidos, quando cultivados seletivamente em
bifenilo, pode-se apontar a biodegradacfio destes compostos pela comunidade microbiana
como uma possibilidade para a auséncia de PCBs nos locais amostrados. Reforcando-se
ainda esta linha de argumentagio, pode-se ressaltar que foram originarias deste local as
duas unmicas linhagens bacterianas (RP1B e RP2A) capazes de degradar PCBs, de forma

ndo-cometabdlica, conforme sugerido pelos resultados obtidos (ver item 4.6, p.64).
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Figura 8. Perfil cromatogréfico do material (borra de 6leo de transformador) da primeira
coleta de campo ¢ comparagfio com o cromatograma da mistura de padrdes de PCBs. A)
cromatograma da amostra; B) cromatograma da mistura de padrbes de PCBs. C) branco da

fibra de extracio (SPME). A ordem de eluigfio dos PCBs esta indicada no cromatograma B.
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Figura 9. Perfil cromatografico do material (borra de 6leo de transformador) da segunda

coleta de campo e comparagiio com o cromatograma da mistura de padrdes de PCBs. A)

cromatograma da amostra; B) cromatograma da amostra + mistura de padres de PCBs; C)

ordem de elui¢do de cada PCB na mistura de padrdes; D) Branco da fibra de extracgio
(SPME).
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4.2. Isolamento de Microrganismos a Partir de Amostras de Campo

A partir das duas coletas de campo, foram isoladas 80 linhagens bacterianas
(Anexos A e B, p.85 e 87), sendo 47 da primeira coleta (subestacio de Pantojo, Fig. 5,
p.37) e 33 da segunda (subestagio de Iperd, Fig. 6, p.38). Nio houve crescimento de fungos
filamentosos ou leveduras nas condigdes de cultivo empregadas, mesmo sem a utilizacdo de
antibioticos para inibir o crescimento deles. Com 24 horas de incubag8o ji se observava a
coloracdo amarela que surge quando o bifenilo ¢ transformado a produtos de meta clivagem
(KIYOHARA; NAGAO; YANA, 1982; FURUKAWA, 2000a; 2000b) e catecol
(PELLIZARI et al., 1995;). O isolamento da maioria das colénias den-se com 4 dias (96
horas), quando j4 apresentavam bom crescimento, porém, algumas colbnias de crescimento
lento foram isoladas até o oitavo dia de cultivo. Considerando-se todos os 80 isolados, 39
da primeira coleta de campo ¢ 16 da segunda produziram a coloracio amarela, em
decorréncia da transformacio do bifenilo (Anexos A e B, p.85 e 87). Comparativamente, as
bactérias presentes no material da segunda coleta (linhagens IPs), produziram uma
coloragdo amarela de intensidade muito mais forte no meio liquido do que as da primeira
coleta de campo (linhagens RTs), durante a fase de enriquecimento seletivo, sugerindo que,
potencialmente, seriam melhores degradadores de PCBs do que as linhagens RTs. No
entanto, néo foi feito teste de biodegradacio de PCBs com os dois consércios, para

esclarecer esta possivel relagio.
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4.3. Selecdio Njo-cometabdlica de Bactérias Aerobias em Mistura de 17 Congéneres de

PCBs

A biodegradaciio de PCBs ¢ descrita essencialmente como sendo do tipo
cometabdlica (BRENNER; ARENSDORF; FOCHT, 1994; FURUKAWA, 1994, 2000;
HERNANDEZ; ARENSDORF; FOCHT, 1995; FOCHT; SEARLE; KOH, 1996). Isso
significa que a presenga de um analogo dos PCBs, como o bifenilo, por exemplo, seria um
pré-requisito para induzir a sintese das enzimas oxidativas envolvidas no processo. Assim,
0 andlogo e os PCBs seriam, competitivamente, degradados pelas mesmas enzimas
(BRENNER; ARENSDORF; FOCHT, 1994).

Nio se tem conhecimento de nenhum trabalho que tenha tido sucesso no
isolamento de microrganismos de amostras ambientais capazes de utilizar PCBs, com
ambos os anéis clorados, como tnica fonte de carbono. Brenner e colaboradores (1994),
comentam que estes microrganismos parecem mesmo n3o existir na natureza, mas esta
informacdo, em proncipio, ndo deve ser aceita, uma vez que ndo leva em consideraco o
fato de uma grande quantidade de microrganismos nfic serem cultivaveis em meios
convencionais de cultivo laboratoriais (PONEZZI, 2003).

O fato de nfo se ter encontrado ainda nenhum microrganismo de amostras
ambientais capaz de usar PCBs, contendo clorc em ambos os anéis, como tinica fonte de
carbono, ndo significa, necessariamente, que eles nfo existam na natureza € que nio
possam ser isolados. Um dos desafios deste trabalho foi a busca de tails microrganismos
(COSTA et al, 2003). Ao final dos testes de adaptagio (aclimatagfio) e enriquecimento

seletivo feitos neste trabalho (item 3.4, p.43), trés tipos de isolados bacterianos (RP A ¢ B;



¢ IPP) foram obtidos do meio solido contendo apenas PCBs como tinica fonte de carbono
(Tabs. 7 ¢ &, p.59).

Em principio, para ser executado este teste, ¢ aquele descrito no préximo
topico, ou seja, dois dos quatro testes fundamentais deste projeto (testes 3 e 4, p-35), uma
dificuldade deveria ser contornada, isto é: como testar todas as linhagens isoladas da
primeira e segunda coletas, da forma menos dispendiosa possivel, em relagéio ao tempo e
custos operacionais? A solugdo foi a formagfio de dois grandes consércios: a) reunindo
todas as linhagens da primeira coleta de campo e b) todas as linhagens da segunda coleta. A
seguir, estdo apresentados os resultados de isolamento de linhagens bacterianas dos dois
consorcios estudados, cultivados em meio mineral minimo, tendo 17 congéneres de PCBs
como unica fonte de carbono. As tabelas 7 e 8 (p.59) mostram os isolados obtidos de cada
etapa (cultivo inicial, 1° transferéncia, 2° transferéncia e 3° transferéncia), no final da fase
de enriquecimento seletivo (24 dias), quando do cultivo em meio sélido contendo PCBs
como unica fonte de carbono ou no meio nutritivo (agar nutritivo). A Tabela 7 diz respeito
ao reisolamento de linhagens RTs ¢, a Tabela 8, as linhagens IPs.

Os isolados RP1A, RP2A RP3A sio triplicatas de colonias que
apresentavam o mesmo aspecto macroscopico, assim como RP1B, RP2B ¢, RP3B. Foram
isoladas do meio sélido contendo apenas PCBs como tinica fonte de carbono. Pelo fato de
terem crescido em tais condigdes, provavelmente, sio capazes de degradar estes substratos.
Os resultados de biodegradagio de PCBs para RP1B ¢ RP2A, (item 4.6, p.64), sugerem que
estas Iinhagens sio degradadoras de PCBs.

As linhagens do tipo RPN foram isoladas no final do experimento, em agar
nutriente. RPN1 ¢ RPN2 apresentam coldnias amareladas, pequenas, com relevo, circulares

e com forte brilho. Ja as RPN3 e RPN4 compartitham das mesmas caracteristicas das duas
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anteriores, porém, formaram coldnias grandes. RPN5 tem colorag@o bege e forte brilho.
RPNG6 ¢ caracterizada pela cor branca, sem relevo, e por espalhar-se em forma de tapete na
superficie do agar nutriente.

Os isolados IPP1, IPP2 ¢ IPP3 tém aparéncia idéntica as IPN1, IPN2 e IPN3,
porém as trés tltimas foram isoladas de meio contendo agar nutritivo, enquanto que as trés
primeiras foram isoladas do meio sélido contendo somente PCBs como unica fonte de
carbono. Formam, no agar nutritivo, colénias amareladas, grandes, brilhantes e circulares;
sdo muito parecidas entre si e, possivelmente, correspondem a um mesmo tipo de bacténa.
Além dessas, foram isolados mais trés tipos diferentes de bactérias: IPN4A, IPN4B e
RPN6.

Como os 26 isolados foram, na medida do possivel, isolados em triplicata,
eles constituem, com base em semelhangas microscopicas e macroscopicas, provavelmente,
apenas 10 tipos diferentes de bactérias agrupados na Tabela 9 (p.60). Vale salientar,
contudo, que apenas os isolados RP (A e B) e PP foram obtidos do meio solido contendo

PCBs como unica fonte de carbono.



Tabela 7.

59

Reisolamento de linhagens RTs (1® coleta de campo), apos cultura de

enriquecimento em meio mineral minimo, contendo 17 congéneres de PCBs como tinica

fonte de carbono.

ETAPAS DO CULTIVO CULTIVO EM MEIO SOLIDO
EM MEIO LIQUIDG | PCBs: UNICA FONTE DE AGAR NUTRITIVO
CARBONO
Inicial RP1A, RP1B, RP2A, RP2B, RPNI, RPN2
RP3A, RP3B
1% transferéncia - RPN3, RPN4, RPN5A,
RPNSB
2% transferéncia - RPN6

3? transferéncia

Tabeia 8.

Reisolamento de linhagens .IPs (2% coleta de campo), apds cultura de

enriquecimento em meio mineral minimo, contendo 17 congéneres de PCBs como tnica

fonte de carbono.

ETAPAS DO CULTIVO CULTIVO EM MEIO SOLIDO
EM MEIO LIiQUIDO PCBs: UNICA FONTE DE AGAR NUTRITIVO
CARBONO
IPN1; IPN2; IPN3; IPN4A;
Ticial IPP1; IPP2; IPP3

IPN4B; IPN5

12 transferéncia

22 transferéncia

3? transferéncia
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Tabela 9. Grupos de isolados obtidos apds cultivo das bactérias oriundas da 1* e 2° coletas

foram cultivados de forma nio-cometabodlica na presenca de 17 PCBs ou 12ACBs.

GRUPOS ISOLADOS/DESCRICAQ
RP1A; RP2A; RP3A
Grupo 1 . 1 . .
Gram -; bastonetes pequenos a médio, com arranjo predominante em pares.
RP1B; RP2B; RP3B; RPN5B:Gram -; bastonetes pequenos a médio, colonias com
Grupo 2 tamanho de médio a grande, j& com 24 horas; cor bege, circulares, com relevo e forte
brilho. RP1B:G+
RPNI1; RPNZ; RPN3; RPN4
Gram -; com 24 hs t8m bom crescimento de massa celular nas estrias do agar
Grupo 3 . o .
nutriente, mas as coldnias sfio pequenas, amareladas, com relevo, circulares e com
forte brilho. Cocos ou cocobacilos.
RPNSA
Grupo 4 Gram -; as coldnias sio de tamanho médio com 24 hs, amareladas, com relevo,
circulares e com forte britho.
RPNG6; RCN4
Gram -; com 24 hs t€m pouco crescimento e ndo ha coldnias visiveis; sGo bastonetes
Grupo 5 (1 A
médios e finos. Branco leitosas, sem relevo e espalham-se em forma de tapete. Para
RCN4, ver item 4.4,
RCN1; RCN2; RCN3 (ver item 4.4, p.61)
Gram -; colbénias muito pequenas com 24 hs, porém médias com 48 hs,
Grupo 6 esbranquigadas e circulares. Espalhamento em forma de tapete entre as colonias,
dando a impressio de contaminag3o. Bastonetes pequenos e finos, lembram cocos
enfileirados.
IPP1; IPP2; IPP3; IPNI; IPN2; IPN3
Grupo 7 Gram -; bastonetes pequenos a médios, de cor amarelada a bege claro, circulares e
com brilho. '
IPN4A
Grupo 8 Gram -; cocos ou cocobacilos, quase sem espalhamento.
IPN4B
Grupo 9 Gram -; bastonetes médios; colonias bege claro com forte espathamento pela
superficie do agar nutriente; massa celular densa.
- |IPNS
Grupo 10 Gram -; colOnias brancas, circulares, pouco brilho, com espalhamento, mas a massa

celular ¢ muito rala, sem relevo.
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4.4. Selecdio Nio-cometabdlica de Bactérias Aerébias em Mistura de 12 Acidos

Clorobenzoicos

Neste trabalho, tentou-se isolar degradadores de ACBs em culturas de
enriquecimento em meio mineral minimo contendo 12 ACBs como tinica fonte de carbono.
Nio se tem conhecimento de trabalhos que tenham cultivado MICTOrganismos na presenca
de mais de 7 ACBs como tnica fonte de carbono(VRANA et al., 1996).

Com as linhagens IPs, nfo se obteve nenhum sucesso nas tentativas de
reisolamento, por outro lado, a Tabela 10 mostra algumas linhagens reisoladas a partir do
consoreio composto pelas linhagens RTs. Em agar nutriente, os isolados RCN1, RCN2 e
RCN3 apresentam as mesmas caracteristicas macroscopicas (Tab. 9, p.60) e parece se tratar
do mesmo microrganismo. Ja a linhagem RCN4 tem cor branca, sem relevo e espalha-se
em forma de tapete sobre a superficie do agar nutriente, sendo semelhante 2 RPN6.

Assim como no caso dos ensaios anteriores (PCBs como tnica fonte de
carbono), também ndo foi possivel isolar nenhum microrganismo ao final da dltima etapa
de cultivo (3? transferéncia). A escassez de microrganismos nestes resultados pode estar
associada ao fato de que os degradadores de ACBs parecem ser menos frequentes na
natureza do que os degradadores de bifenilo (FOCHT: SEARLE; KOH, 1996). Além disso,
as linhagens RTs e IPs foram isoladas de matrizes ambientais contaminadas com PCBs e
sabe-se que, normalmente, os degradadores de PCBs acumulam ACBs por ndo
conseguirem metabolizé-los (BRENNER; ARENSDORF; FOCHT, 1994; FURUKAWA
20003, Em outras palavras, o ambiente contaminado com PCBs, de onde vieram as
linhagens IPs ¢ RTs pode ter selecionado degradadores de bifenilo/PCBs, € nenhum ou

poucos degradadores de ACBs. Qutro fator a ser considerado é a quantidade de ACBs
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utilizados (12), pois varios deles podem ser toéxicos para determinados fipos de

microrganismos (STRATFORD et al., 1996; VRANA et al,, 1996;).

Tabela 10. Reisolamento de linhagens RTs (1* coleta de campo), apés cultura de
enriquecimento em meio mineral minimo, contendo 12 acidos clorobenzodicos (ACBs)

como unica fonte de carbono.

ETAPAS DO CULTIVO CULTIVO EM MEIO SOLIDO
EM MEIO LiQUIDO ACBs: UNICA FONTE DE AGARNUTRITIVO
CARBONO
Inicial - RCNI; RCN2
1% transferéncia - RCN3; RCN4
2% transferéncia - -
32 transferéncia - -

4.5. Selecdo de Bactérias Produtoras de Biossurfactantes Capazes de Crescimento na

Presenca de Bifenilo

Neste estudo, 72 linhagens de bactérias (Anexo C, p.89) da Colecio de
Culturas do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP, produtoras de biossurfactantes e isoladas de solo
contaminado com oleo diesel (JACOBUCCI, 2000) foram submetidas a reativacio do
congelamento; sendo que um total 65 linhagens foram reativadas com sucesso e, destas, 56

foram testadas quanto a capacidade de crescimento na presenca de bifenilo.
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A justificativa para se testar as. linhagens isoladas de solo contaminado com
oleo diesel baseia-se no fato desta substincia ser rica em hidrocarbonetos aromaéticos
policiclicos (HAPs). Sendo o bifenilo um HAP relativamente simples (apenas 2 anéis),
esperava-se que tais bactérias fossem capazes de degrada-lo facilmente e, deste modo,
serem consideradas potencialmente capazes de transformar, também, PCBs. Uma
motivagdo adicional para testa-las foi o fato de serem produtoras de biossurfactantes, os
quais, aumentam a disponibilidade de substincias de natureza oleosa {como ¢ o caso do
bifenilo ¢ PCBs) que podem ser usadas pela célula. Inicialmente, foram testadas 8§
linhagens (4016; 4018; 4009; 5BII; 5B4; 5C2; 5D2 e SE2) dentre as melhores produtoras
de biossurfactantes (CARVALHO; MARCHI; DURRANT, 1997, CARVALHO et al.,
1999; ). Todas apresentaram crescimento muito escasso e nio produziram a coloracdo
amarela tipica, que surge quando o bifenilo & transformado a catecol (KIYOHARA,;
NAGAO; YANA, 1982; PELLIZARI, 1995;); portanto, foram consideradas nio
degradadoras de bifenilo. O préximo passo foi testar as 48 linhagens restantes, reativadas
do congelamento. Nenhuma dessas linhagens foi capaz de transformar o bifenilo até catecol
(auséncia de coloragio amarela). Embora tenham sido isoladas de uma matriz (borra de
oleo diesel) na qual estavam em contato com HAPs, as linhagens aqui testadas parecem nio
ser capazés de degradar o bifenilo, provavelmente pela auséncia ou pela ndo ativacdo das
enzimas que degradam este composto, ou seja, bifenilo dioxigenases (FURUKAWA 2000;

PELLIZARI, 1995).
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4.6. Biodegradacio Nio-cometabolica de PCBs

Um dos desafios deste trabalho foi a busca de microrganismos nativos,
capazes de usar PCBs clorados em ambos os anéis, de modo no-cometabdlico. A
descoberta deles ¢ de grande importincia pratica, quando considerados os custos de
mmplementagao de tecnologias de biorremediacio e o impacto ambiental da adicdo de co-
substratos (outros poluentes!).

Neste estudo, 3 linhagens (RP1B; RP2ZA e IPP1) isoladas de meio sélido
contendo 17 PCBs como tnica fonte de carbono (item 4.3, p.56) foram testadas quanto a
competéncia para degradar PCBs de forma ndo-cometabolica. A linhagem RPIB foi
analisada apos 18 dias de cultivo, mediante comparagio das médias das areas dos picos dos
cromatogramas dos grupos confrole ¢ experimental. O resultado estd mostrado na Figura
10, na Tabela 11 e no Anexo D (p.93). Apesar dos dados desta linhagem nio terem sido
submetidos a teste de hipdteses (teste t), devido a perda de dois controles, os baixos
percentuais dos desvios padrdes do grupo experimental indicam a confiabilidade dos
procedimentos experimentais e, deste modo, os resultados podem ser considerados um
indicio da a¢@o de RP1B sobre 13, dos 17 PCBs adicionados ao meio de cultivo, mesmo em
condigGes nutricionais extremamente pobres, isto é, auséncia de extrato de levedura ou
qualquer co-substrato e do padrdo altamente clorado dos congéneres empregados (3 a 7
atomos de cloro em cada PCB). As linhagens RP2A e IPP1 foram, também, analisadas
mediante comparacio das médias das areas dos picos dos cromatogramas dos grupos
controle e experimental, porém, apés 33 dias. Conforme mostrado no Anexo E, para os
PCBs 28 e 52 ha uma diferenca significativa (P=0,05) entre as médias das areas dos picos

dos grupos controle ¢ experimental, respectivamente. Isto sugere que a linhagem RP2A
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Tabela 11. Biodegradagio ndo-cometabdlica de PCBs pelas linhagens IPP1, RP2A ¢ RPIB

PCB IPP1 RP2A RP1B
28 - 19,11% -
52 - 19,03% 22.17%
74 - - -
101 - - 15,47%
99 - - 23,58%
77 - - -
118 - - 34,01%
103 - - 19,23%
153 - - 8.26%
179 - - 35,48%
138 - - 37,00%
126 - - 18,61%
128 - - 34,24%
156 - - 11,07%
180 - - 9.56%
169 - - -
170 - - 8,47%

Nota: RP1B foi cultivada durante 18 dias e, [PP1e RP2A, durante 33 dias.
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Figura 10. Biodegradacdo de 17 PCBs pela linhagem RP1B apos 18 dias de cultivo.
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seria capaz de degradar estes dois PCBs de forma nio-cometabdlica. Os percentuais de
degradagio para os dois PCBs foram de ~ 19 % (Tabela 11). Para a linhagem IPP1, nio
houve diferengas significativas (P=0,05) entre as médias das areas dos picos dos grupos
controle e experimental (Tab.11; Anexo F, p.95); portanto, esta linhagem ndo seria capaz
de degradar os PCBs suplementados ao meio de cultivo, nas condicdes apresentadas aqui.
Coincidentemente, as linhagens RP1B e RP2A que, de acordo com os
resultados deste trabalho sdo, supostamente, degradadoras de PCBs, pertencem a dois
géneros importantes no que se refere a biodegradacio de PCBs. Ambas as linhagens foram
identificadas por testes bioquimicos classicos e os resultados (Anexo P, p.103) sugerem que
RP1B e RP2A pertencem aos géneros Arthrobacter e Pseudomonas, respectivamente. No
caso da linhagem RP2A, os testes bioquimicos sugerem que se trata da espécie
Pseudomonas pseudoalcaligenes. Ja a linhagem IPP1 pertence ao género Aminobacter, do
qual, ndo ha conhecimento de gue tenha sido citado em estudos de biodegradagio de PCBs.
A biodegradacio de PCBs depende do mimero, e do padrio de substituicio
de atomos de cloro nos anéis do bifenilo (FURUKAWA, 20002, BEDARD et al., 1986).
Particularmente, a existéncia de sitios 2,3 ou 3,4 ndo clorados facilitam a acfio de 2,3-
dioxigenases ou 3,4 dioxigenases, respectivamente; mas estd claro que a auséncia de cloro
nas posi¢des 2,3 ou 3,4 ndo ¢ o finico critério para haver biodegradagio (BEDARD, 1986).
De fato, BEDARD e colaboradores (1986) relataram duas linhagens bacterianaé (A.
eutrophus H850 and P. putida 1.B400) com excepcional competéncia degradativa de PCBs,
ambas com capacidade para degradar 2,2",4,4",5,5 -hexacloro bifenilo, um PCB sem sitios
adjacentes livres de cloro. Além disso, o grau de coplanaridade, ¢ qual é afetado pela

presenca de cloro na posi¢@o orfo, promove torgdes na molécula de PCB ¢ pode facilitar a
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degradagdo (BEDARD et al., 1986), exceto em alguns casos especificos (FURUKAWA,
2000b).

Os PCBs mais degradados pela linhagem RP1B foram os congéneres 138;
179; 118; 128; ¢ 99; 52; 105; 126; 101. Em todos estes congéneres ha posicdes 2,3 ou 3,4
livres de cloro, sugerindo a presenca de ambas as dioxigenases (2,3-dioxigenase ¢ 3,4-
dioxigenase) ou outra enzima (ou enzimas) com ampla competéncia degradativa, uma vez
que dois PCBs (153, 180) sem sitios adjacentes livres foram degradados pela linhagem
RP1B. Por outro lado, PCB 28 ¢ PCB 74, ambos com as posigdes 2,3 livres de cloro, nio
foram degradados. Além disso, a linhagem RP1B degradou dois congéneres coplanares
(PCB 126 ¢ PCB 169), mas niio o fez em relagio ao PCB 77.

A linhagem RP2A degradou cerca de 19% dos PCBs 28 ¢ 52, ambos com
sitios 2,3 e 3.4 livres de cloro, respectivamente, o que sugere, a acdo das enzimas 2,3-
dioxigenase e 3,4-dioxigenase.

Os percentuais de degradaciio envolvendo as Iinhagens RP1B e RP2A nio
ultrapassaram 38% durante os periodos de incubacdo considerados (18 e 33 dias,
respectivamente), entretanto, os resultados aqui discutidos indicam que nas condi¢des
experimentais empregadas, a biodegradacio de PCBs pode ter ocorrido de forma nio-

cometabdlica.

4.7. Biodegradacio Cometabélica de PCBs

A biodegradagdo de PCBs, como j4 mencionada anteriormente, € relatada na

literatura cientifica como sendo essencialmente cometabélica (BRENNER; ARENSDOREF;

FOCHT, 1994; FURUKAWA, 1994, 2000; HERNANDEZ; ARENSDORF; FOCHT, 1995~
7 UMICANP
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FOCHT; SEARLE; KOH, 1996). Desse modo, um analogo dos PCBs (bifenilo, por
exemplo), induzina a sintese de enzimas oxidativas envolvidas no processo e,
competitivamente, o analogo ¢ os PCBs seriam degradados por estas mesmas enzimas.

Neste estudo, tal possibilidade foi testada com as linhagens RCN2; IPN4B;
IP13; IP16; 1P24; IP27. Dessas 6 linhagens, as duas primeiras ndo produzem coloragio
amarela na presenga do bifenilo (FURUKAWA, 2000a; 2000b; PELLIZARI, 1995),
entretanto, as demais cresceram abundantemente em bifenilo, com forte producio de cor
amarela. Em outras palavras, seria esperado que pelo menos essas 4 linhagens tivessem
competéncia metabolica para degradar os PCBs suplementados a0 meio de cultivo, porém,
como apresentado nos Anexos de G (p.96) a L (p.101), isso nfo aconteceu, exceto para a
linhagem P16 {Tab. 12; Anexo H, p.97), onde, provavelmente, ocorreu a degradagio dos
PCBs 153 (46,76 %), 138 (47,91 %), 180 (44,55 %) ¢ 170 (50,43 %).

Os PCBs estudados neste trabalho sdo altamente recalcitrantes no meio
ambente e representam os congéreres mais 10Xicos € persistentes para os seres humanos e
outros animais (SAFE, S.; SAFE, L.; MULLIN, 1985; DUINKER; SCHULTZ; PETRICK,
1988; McFARLAND; CLARKE, 1989; WHOQO, 1993; ANGULO; MARTINEZ; JODRAL,
1999). Tal fato, por si sé ja reflete a escassez de microrganismos para degradar estes
poluentes no ambiente. Neste trabalho, foi testado apenas cerca de 11 % (9 linhagens) de
todos os isolados coletados nas duas amostras ambientais (cerca de 80 linhagens). E
possivel que dentre os isolados restantes ocorram mais degradadores destes PCBs. Em todo
caso, as iinhagens que utilizam o bifenilo com produgio de coloragdo amarela, tém,
sabidamente, “potencial” para degradar PCBs e, porténto, poderiam ser modificadas
geneticamente em estudos futuros no que diz respeito 4 aquisicio de competéncia

enzimatica para metabolizar PCBs,
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Tabela _12. Biodegradagdo cometabdlica de PCBs pelas linhagens [P13, IP16, P24, IP27,

RCN2 e IPN4B.

PCB

IP13

IP16

1P24

P27

RCN2

IPN4B

28

52

74
101
99

77

118
105
153
179
138
126
128
156
180
169
170

46,";’6%
47,51%
i
44,55%

50,43%

LEGENDA: pi=padrio interno.

4.8. Biodegradacio de Acidos Clorobenzéicos

Os 4acidos clorobenzéicos (ACBs) se acumulam no ambiente devido ao uso

como pesticidas ou como metabélitos intermedirios da biodegradaciio de PCBs, dai o

interesse do presente trabalho no estudo da sua biodegradagiio. O desafio seria encontrar

microrganismos que, além de degradar PCBs também tivessem competéncia metabolica

para degradar os ACBs, o que seria um resultado inédito para o conhecimento cientifico

nesta area de estudo. De fato, Brenner e colaboradores (1994), discutem que Os genes para a

degradacio completa de PCBs estdo no ambiente, porém em microrganismos diferentes,

isto é, os degradadores de PCBs acumulam ACBs e estes compostos, por sua vez, sio
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degradados por oufros microrganismos, diferentes dos primeiros. Isso, contudo, ndo
significa que ndo possam ocorrer na natureza degradadores com ambas as competéncias.
Aqui, foram testadas as mesmas linhagens utilizadas no estudo de
degradacdo cometabdlica (item 3.8, p.48), ou seja, RCN2; IPN4B; IP13; IP16; 1P24; IP27.
Os resultados estdo mostrados na Tabela 13 e nos Anexos M (p.102), N (p.103) e O
{p.104). Como se pode observar, os dados sugerem que as linhagens IP24, P27 e RCN2
degradaram, respectivamente, 3, 2 ¢ 1 dos 7 ACBs suplementados ao meio de cultivo
(COSTA; SERRANQ; DURRANT, 2003). Os percentuais de biodegradacio variaram de 6
a 100% (Tab. 13; Anexos M, N ¢ O). A linhagem IP24 degradou 100% do composto 2,3,6-
triclorobenzoato (Fig.11, p.72); 48,75% do composto 3,4-diclorobenzoato e 23,94% do
ACB 2,3.4,5,6-pentaclorobenzoato. A linhagem P27 degradou, respectivamente, 20,38% ¢
6,03% dos ACBs 2,3,4,5,6-pentaclorobenzoato e 2,3,5,6-tetraclorobenzoato. Ja a linhagem
RCN2 degradou 38,71% do composto 2,3,6-triclorobenzoato. Por outre lado, as linhagens
IP13; IP16 ¢ IPN4B néo degradaram nenhum dos 7 ACBs presentes no meio de cultivo.
Apesar deste trabalho ter, possivelmente, encontrado degradadores de ACBs,
nenhuma dessas linhagens degradou PCBs nas condigdes que foram testadas. Isso reforga a
idéia de Brenner e colaboradores {1994), de que a degradacdo de PCBs e ACBs ¢ feita por
microrganismos diferentes; contudo, as linhagens IP24 e IP27 cresceram muito bem na
presenca de bifenilo, produzindo forte coloracfio amarela devido & degradago do bifenilo a
produtos cie metaclivagem (FURUKAWA, 2000a; 2000b) e catecol (PELLIZARI, 1995;
FURUKAWA, 2000a; 2000b). Ja que sfo, provavelmente degradadoras de ACBs e,
potencialmente, degradadoras de PCBs, estas bactérias poderiam, futuramente, ser
modificadas por técnicas de engenharia genética, na tentativa de aquisicio de competéncia

para metaholizar ambos os compostos (PCBs e ACBs).
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Tabela 13. Biodegradacdio de ACBs pelas linhagens IP13, IP16, IP24, IP27, RCN2 e
IPN4B.

ACB IP13 IP16 P24 P27 RCN2 IPN4B
2,4 - - - - - -
3.4 - - 48,75% - - -
3,5 - - - - - -

2,35 - - . - - -

2,3,6 - - 100% - 38,71% -

2,3,5,6 - - - 6,03% - -
2,3,4,5,6 - - 23,94% 20,38% - -

Legenda: ACBs: 24-diclorobenzoato; 3,4-diclorobenzoato; 3,5-diclorobenzoato; 2,3,5-triclorobenzoato;
2,3,6-triclorobenzoato; 2,3,5,6-tetraclorobenzoato; 2,3,4,5,6-pentaclorobenzoato.
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Figura 11. Cromatograma gerado por CLAE, mostrando a seqiiéncia de eluigiio para os
ACBs testados quanto a biodegradagio. Aqui, a linhagem exemplificada é a IP24. A,
controle; B, experimental. Note-se em B que o ACB 2,3,6-triclorobenzoato foi totalmente

degradado por esta linhagem. Os tempos de retencgiio estdo em minutos.
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CONCLUSOES

1) Trinta e nove isolados oriundos da subestacio de Pantojo e 19 da subestagio de Iperd
degradaram o bifenilo pela rota metabdlica do catecol {produgo de cor amarela), indicando

que sio potencialmente degradadores de PCBs.

2) Dentre as 56 linhagens da Coleciio de Culturas do Laboratério de Sistematica e
Fisiologia Microbiana da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP,
produtoras de biossurfactante e isoladas de area contaminada com 6leo diesel, nenhuma

utilizou o bifenilo como fonte de carbono.

3) Selegcdo ndo-cometabdlica de bactérias na presenga de 17 PCBs: das 80 linhagens

reunidas em 2 consércios, apenas 3 tipos de isolados (RP1A, B, e C; RP2A, B e C; e IPPI,
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2 ¢ 3) foram obtidos, no final do processo, do meio sélido contendo unicamente PCBs

como fonte de carbono.

4) Selecdo ndo-cometabdlica de bactérias na presenca de 12 dcidos clorobenzdicos
(ACBs): Nenhum isolado foi obtido no final do processo, no meio sélido contendo ACBs

como fonte de carbono.

5) Biodegradagdo ndo-cometabdlica de PCBs: as linhagens RPIB (Pseudomonas
pseudoalcaligenes) € RP2A (Arthrobacter sp.) foram capazes de degradar PCBs sem a

adig#o de co-substratos.

0) Biodegradagdo cometabolica de PCBs: dentre 6 isolados selecionados, apenas a
linhagem IP16 foi capaz de degradar PCBs (PCB 138; PCB 153; PCB 170 ¢ PCB 180),

tendo o bifenilo como co-substrato.

7} Biodegradacdo de dcidos clorobenzdicos (ACBs): das 6 linhagens testadas, 3 delas, a
saber, IP24, IP27 e RCN2 (Bacillus sp), degradaram respectivamente, 3, 2 e 1 dos 7 ACBs
suplementados ao meio de cultivo, com percentuais que variaram de 6 a 100% de

degradac@o.

A contribui¢io desse trabalho vem se somar &s poucas pesquisas realizadas
no Brasil, nesta drea de estudo e ressaltar a existéncia, em nosso pais, de recursos
microbianos capazes de degradar PCBs e ACBs. Tais recursos podem vir a ser de grande
valia no tratamento de residuos contendo PCBs ¢ ACBs, bem como na recuperacdo de areas

contaminadas por estes poluentes.
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ANEXO - A

Linhagens isoladas a partir de amostra de solo/sedimento coletada em uma drea contaminada com
PCBs (sub-estaciio de ecletricidade desativada, localizada na regiio de Sorocaba — SP). B
apresentada aqui a classificagdo quanto a coloracio de Gram e & morfologia. Também é mostrada
uma escala arbitraria, de acordo com a intensidade da cor amarela produzida na presenca do

bifenilo, a qual, varia de fraco (+) até muito forte (+++++).

INTENSIDADE DA
COLORACAO
LINHAGENS GRAM MORFOLOGIA AMARELA
PRODUZIDA NA
PRESENCA DO
BIFENILO
RT1 _ Bastonetes curtos -
RT2 _ Bastonetes curtos F
RT3 _ Bastonetes médios ++
RT4 _ Bastonetes médios +
RT5A _ Bastonetes médios *
RT5B _ Bastonetes longos *
RT6 _ Bastonetes médios +
RT7 _ Bastonetes muito curtos +
RTS8 _ Bastonetes longos ¢ finos +
RT9 + Bastonetes médios -+
RT10 N Bastonetes médios -+
RTI11 _ Bastonetes curtos et
RTI12 _ Bastonetes curtos ¢ finos -
RT13 _ Bastonetes médios e -
muito finos
RTi4 _ Bastonetes curtos -+
RT15 _ Bastonetes médios -+
RTI16 _ Bastonetes médios ¢ finos R
RT17 _ Bastonetes curtos R
RT18 Bastonetes médios S

RTi9 Bastonetes médios ettt
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RT20 _ Bastonetes curtos b
RT21 _ Bastonetes médios e finos ++
RT22 _ Bastonetes médios e finos +H
RT23 + Bastonetes curtos e finos ++
RT24 + Bastonetes médios et
RT25 _ Bastonetes meédios R e
RT26 _ Bastonetes médios -
RT27 _ Bastonetes médios ++
RT28 + Bastonetes médios bt
RT29 -+ Bastonetes médios ++
RT30 + Bastonetes longos e finos ++
RT31 _ Bastonetes médios b
RT32 _ Bastonetes curtos ++
RT33 _ Bastonetes curtos ++
RT34 N Bastonetes médios e finos ++
RT35 _ Bastonetes médios ++
RT36 _ Bastonetes curtos e finos et
RT37 _ Bastonetes extremamente Ausente
curtos
RT38 _ Bastonetes curtos Ausente
RT39 _ Bastonetes extremamente Ausente
curtos
RT40 _ Bastonetes extremamente Ausente
curtos
RT41 _ Bastonetes médios Ausente
RT42 _ Bastonetes médios Ausente
RT43 + Bastonetes longos e finos ++
RT44 _ Bastonetes longos e finos
RT45 _ Bastonetes extremamente Ausente
curtos
RT46 Bastonetes médios -+

* As linhagens RT5A e RT5B néo foram testadas isoladamente, no meio mineral contendo bifenilo para se avaliar a
mmtensidade da cor amarela produzida, todavia, quando as duas se encontravam juntas (RTS5), 2 intensidade desta cor
correspondia ao nivel 1 (+) da escala.
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Linhagens isoladas a partir de amostra da segunda coleta de campo. E apresentada aqui a

classificagdo quanto & coloragio de Gram e 4 morfologia. Também é mostrada uma escala

arbitréria, de acordo com a intensidade da cor amarela produzida na presenga do bifenilo, a qual,

varia de fraco (+) até muito forte (+++++). (HAs linhagens P11, TP12 ¢ IP28 ndo foram testadas

separadamente para checagem da intensidade da cor amarela.

IN’I‘ENSIBAD? DA
COLORACAO
LINHAGENS GRAM MORFOLOGIA AMARELA
PRODUZIDA NA
PRESENCA DO
BIFENILO

IP1 Bastonetes curtos Ausente

P2 Bastonetes muito curtos ++ 4+

IP3 Bastonetes médios e

P4 Bastonetes médios +A -+t

IP5 Bastonetes médios + o+ +

IPs Bastonetes muito curtos e +

finos

P7 Bastonetes curtos e finos Ausente

P8 Bastonetes curtos Ausente

iPo Bastonetes curtos Ausente
P10 Bastonetes longos e finos ++++
P11A" Bastonetes muito curtos +++++
P11B’ Bastonetes curtos e finos + k4
P12A° Bastonetes médios 4
r128" Bastonetes muito curtos o £
IP13 Bastonetes muito curtos ++ 4+
P14 Bastonetes muito curtos + + -+ 4
IP15 Bastonetes muito curtos +4++++
IP16 Bastonetes médios + 4+ 4+



P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
IP26A
P268
P27
P28A"
1P28B"

Bastonetes curtos
Rastonetes curtos e finos
Bastonetes curtos e finos
Bastonetes curtos e finos
Bastonetes curtos e finos
Bastonetes curtos ¢ finos
Bastonetes muito curtos
Bastonetes curtos
Bastonetes curtos
Bastonetes curtos e finos
Bastonetes médios
Bastonetes muito curtos
Bastonetes curtos e finos

Bastonetes curtos e finos

Ausente
Ausente
+ 4+ 4
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
4+ + 4+
Ausente
Ausente

Ausente

R
+

o+t
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ANEXO - C

Linhagens da cole¢#o de culturas do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana, isoladas
de solo contaminado com dleo diesel. Todas as linhagens foram testadas quanto ao uso de
bifenilo como fonte de carbono, exceto aquelas que aparecem em negrito, com as quais nio se

obteve sucesso na reativagio do congelamento ou cresciam lentamente.

LINHAGEM CARACTERISTICAS DA CULTURA IDENTIFICACAO
4001 Bacillus polymyxa
4001V
4002 Bacillus firmus
4003 Bacilius firmus
4004 Bacillus circulans
4005 Bacillus megaterium
4006 _ Bacillus brevis
4007 Baciilus brevis
4008 Bacillus sp.

4009 Bacillus sp.

4010 Bacillus sphaericus
4011 Bacillus badius

4012 Bacillus badius

4013 Bacillus subtilis

4014 Clostridium plagarum
4015 Chromobacterium sp.
4016 Chromobacterium sp.
4017

4018 Planococcus citreus
4019 Aeromonas sp.

4020 Micrococcus varians
4021 Micrococcus luteus

4022 Enterobacter aerogenes



4022V

4023

4024

B1A

BIB (B)

B1B ()

B1B

B1D

B1E

B1F

B1G

B1H

B2A

B2B

B3A

B3B

B3C

Enterobacter aerogenes
Staphylococcus sp.

cultura amarela, rugosa, bastonetes curtos, Enterobacter agglomerans

Gram -
cultura creme com borda rugosa, circular,
bastonetes Gram +
cultura creme com borda rugosa, circular,
bastonetes Gram + esporo central, com

filamentos

cultura amarela com borda rugosa,
circular, bastonetes esporulados, Gram +
cultura branca, circular, borda rugosa,
bastonetes esporulados, Gram +
cultura branca, cremosa, bastonetes finos
esporulados, Gram +
cocobacilos, Gram -
cocos, Gram +
cultura creme-amarelada, aspecto
floculento, bastonetes finos, formando
longos filamentos, Gram +
cultura braneca, circular, borda rugosa,
bastonetes grandes, esporulados, Gram +
cultura creme, cremosa, circular, borda
rugosa, bastonetes curtos, Gram +
cultura creme com borda rugosa, circular,
bastonetes Gram + esporo central, com

filamentos

cultura branca, circular, cremosa,



B3D

B3E

B3G

B3H

B3I

B3J

BSA

B6B
V2
4F1
4F3
5A1
S5A2
SA3
S5A4
5A6
3Bl
5B3

bastonetes compridos, esporulados Gram
+
cultura branca, cremosa, borda rugosa,
bastonetes esporulados, Gram +
cultura branca, cremosa, borda rigosa,
bastonetes grandes, esporulados, Gram +
cultura branca, cremosa, bastonetes
esporulados, Gram +
cultura creme, borda rugosa, bastonetes
curtos, Gram +
cultura grande, branca, cremosa, borda
rugosa, bastonetes grandes, esporulados,
Gram +
cultura branca, cremosa, borda rugosa,
bastonetes grandes, esporulados, Gram +
cultura amarela, pequena, bordas rugosas,
cocos, Gram +
creme, bastonetes curtos muito finos,
Gram -

bactéria G+ esporo central

cultura amarela

cultura creme

bastonetes G+ esporo central
cocobacilo G-

cocos G+

bastonete G+

cocos G+

bastonetes G-

bastonete curto G+
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5B4
SBI
5C2
5C3
5C3B
5C4
5D1
5D2
5E1

SE2
5E3

DILA
DL5

bastonete G-
bastonetes G-
bastonete G-

bastonete G+ esporo central

cocobacilo G+

bastonete G+ esporo central

bastonete G+

cocobacilo G- (cultura creme deixa o meio
de cultura amrronzado ou esverdeado)
cocobacilo G-

bastonete curto G-

cocos G+

bastonete G+

Flavobacterium sp

Actinobacillus lignieresii

Acinetobacter calcoaceticus

Bacillus megaterium

Moraxella nonliquefaciens

92




‘opisanb s 5¢p0 ] so Jepradop
op zedeo 1o} gidy onb wosadns seuade ogdepeifop op sremuasied sO “sajonu0d siop op epied e opiaap ‘waleyur] e1so eaed
(1 a1591) sasetodiy] ap 23831 ON) 10§ OEN "0 X(30NU0D Op vasg/[EIUAWIIAXS BIpW BAIR)-]=0pdepriBap op femuasad=peifacge,
‘ogrped  otasop  op  pemuaoiad-asa, Tmuswiiodxe  odmnif op ogiped  olasoppeg Aso(]  muowniedxo  odmid op
BIPW=RIPPI -[ejuduIIadxe odnid op (sxarl)seary op ereondnp =qz g1 Jd¥ 2 TATdY 2[00100 0p (sxAT)seole= ] g1 dYd VANIOTT

v’ 9Ly 81429y S'vBP866  ZOLZE0L 208196 £660601 vi'oz 0l
0 162 LL'LOZLS  §'1GLEre 6668.9 05909 ANA py'Ge 691
96's Ge'e £L'g¥90€  S'CCSLY6 £G8616 G61c98 601 1¥0L 8p'ce 08l
L0LL 00'e G¥'8668¢C Lersoe 926586 9L6¥v6 6¥9G80L LE'LT o451
vZve 0z'z ELLLLLL 1£0G05 ¢68Tig 041 L6Y 61089/ G061 8cl
L9'gl Lo'e GLY'EYS. FASIN J23 10S6/.€ ££889¢ 8e.66y 8821 9zl
00'2¢ 610 pGlL'0vP0L  G'SPESES 0196EG +80.EG G0v1S8 6v'LL 8El
8Y'se 182 BE'vZ801 g98ey8e eeL9LE ovozee 86/566 26'0L 6l1
9z's L0'¢ 1281861  S'I0L6¥L €608¢el £21084 L8GGL8 GL'GL £61
€261 €Z'c yo'vBISL  §'izlesy 06266 £969.LY LSEY09 99'G1 S0l
L0'vE €L'0 L20£'8LE  §'V6868Z ¢9106¢ 129682 ElLeeely ge'yl :157
0 8Ll v0g'6Ziy G/8LEL S6Livee G468¢T €1208¢ 6Cl L
85'€T 0e's 9G'C€28E  §'v8L0Z. 66LL7L 0t/E69 89LEVE L'l 66
Ly'GL £8'c £0'€6981 686987 02005 LLILELY 1819LG a'tL Lol
0 ce'y 1616908  §'Z8.L92L Gayeys 080504 LE2OP9 ar'otL vi
Lee Lo 82'vZ9C EL0LYS LGLGPS 69881S 098204 16'8 (At
0 6L'y LL'1996E  G'Z9ZYYL £8V60.L evoels 0Lgveg ¥4 8¢
‘pelbapy, ASB(0% Pec ASD() EIp3N qz'didd Zdldy Feidd =1 g0d

oA 3p sep g1 sode g1 43 wodeyury ejad sgnJ op ordepeido(]

d -~ OXUNV



‘opundas ¥ SIJCAOIONU s SOPEP OBS vale ap saiofea sO "ogiped orasap.-pedasa(y ‘ogdusior ap oduwdl=1}, ' VANIOHT

Oavavdozd OYN el'e 9g'0- £ LEEYD 8869 YaviL £egbeet L9604 98¢ 0Lt
OOvavyO=d OYN zaL'e gg'e- £ 0£865 06459 ggie L'1J8E06 G'60L8L9  I¥'ET 601
OGvavyo3ad O¥YN ZRLE 99'0- £ 298G yeeen poiei %a13 G808YEL 00rPi0ZL 1812 OB
Qavavyo3ad OyN FAT 0z'o- £ LLLED 88169 P06 GlECee) L4160EL G002 9%k
QCYQAVHOHEG OYN z8L'E PN £ eQESYL Gales 9e.Le8l £'094868.1 9/5696 g'gy 8¢t
COYOvHO3EG OYN £oE'y GE'}- 4 96104 1019 i1 4 6884994 622049 6921 921
OGvavyH30 OYN £0E'Y BEY Z 24441 6199 T 0660¥.L G'pECEDE  OE4L  BEL
OAvavHO30 OYN Zei’e 6¥'0 £ 26149 G02G6s B6LG9Y FANAALS LE0ZE9 68°04 641
Oavavyoad OYN ZoL'e is't £ 8004 e £02ee L1118 968814 9e849L £2'gL  EGL
OOvQvdO3G OYN Zet'e 9z'o £ Z8ige 6848 89¥€T L6169 G'66r199 G904 SO
OOVOVHDZG OYN Z8i't 9:'t £ ¥800% [T 0¥191 £L0G4L G'eL0068  LLI'GL 8L
CavavdO3G OYN Z8L'e 160 £ 6G861 19684 050€1 LLEOVE §86¥EE 9g'el L
Oavavyo3a OYN £OE'y 9z'e 4 69611 a6yel 616¢! 4'25Z09¢ 6egeLYy g'¢eL 66
OavOvyOa0 OYN £0L'y GL'e 4 L6veYy 8i644 PESBE 96¥08t S8LLLY g2t 10k
OOVIVHOIAA OYN Z8l'e 08'z € bGeLL 86881 at 0BL00E 69G8YE ' i
£0'al oavavyoad £0E'Y 29'y < 6841 BELY agie 8LZESL Ly¥easl 6'8 25
ksl oavavyoad £0e'y 98'9 4 L84 9.v9 GZ6E 896617 £E6142 g2 14
opepeibap % {50°0=c)) epepiaql] edusisjg ewedxy BjOJUOD wiuadxy ajofuoDd I a0d
opeynsey OpE}nsSaYY OpEejaqe; ) openoes § ap sneig) ep OpIpE ] oug pedasa(] pedasaq BIPOW eiPon

‘sewz1301ewIoI) sou sojsodwod sop s0o1d sop

SBaIE 9P SOI0[BA 3P SBIPSW 21qos opedrjde 10} 1 9189) () "OANND o seIp ¢¢ sode sgJ op ogdepeidopolq vz weleyuy) v vied ) 0159,

H - OXANV

14



oOvavHDEa OVYN ZBL'E Lo € 8g0v08 0508 civys 2461021 2198611 96'¢e 0ll
Oavavy9Ha OYN £OE'Y a8’} 4 $8.64 16601 ¥a6rL 9r0666 CE6OVLL ez 691
O0v(vyD3aG OYN z81'e 6L°0 £ G6EoeL L {AAEd 1989. 6Zegect GOEBYETI Le'e 08l
OOvVaYHOD3U OYN £0E'y 811 4 25i004 6624y L0E8R GESBYElL 6162961 50'0¢ 961
CQVavHODIA OYN Zgi't £T'0 £ G¥8.9 6E9L) Zi6TL Livess Gie86L '8l 82i
O0vavuo3a OvN £0E'Y 00't Z 9lE001L A el 15766 6/9¢9e LG6296 69'LL gel
OOvaveS3d OYN zZel'e vL'0 £ §1€19 80BLE £8ELY B89+ BEBPVIE 9g'/t 8El
0avavyoad OyN 28l'e Ge'0 £ YOELS £rLe Lgavitle] ¥BO6OG 159486 68'0L 64}
OavaveoIaQ OYN zZ8lL'e 604 £ £98E9 20901 ¥y60 c2ebLL 0zoves £2'6L £51
OdvavyOad OYN £0E'y 95°0 z LZole : PEZHG $S10G 289269 95E869 G101 §04
0avavyniad OYN 28L'c 160 £ £1168 18v.e £0046 g8626. BEIEEY 2161 git
oavavdo3aq OyN £0E'Y Gg'L Z 6621y ovyez FAVAS 4 GGH65E Loy 96'tt AL
OQVavHS3A OYN Z8lE 86'0 € ¥6ELP 6244 668G S¥alEe €42v8E g'zt 1
OYyavyoaa OyN 281'e S04 £ £8lGY 0659 OvRGY £0leee £EGLBE o'zt 0L
Oavavyo3d OYN z8L'e e € F1062 6besl SO¥¥e 98591t ce60.LE ' 174
QOVavHDIA OYN Z8i'e ozt £ GL002 YEELL 1991 Z218egl £69881 8'g 4]
OGvavHH3a OYN EOE'Y L'y 4 96421 6vg ¥8LZI yeogLz €ii1ie 8z 82

{G0'0=d} apepdagin LIVETE ] justsadx g B[ONU0D wipadyy 8]0u0D) 4L €40d

opejnsey opereqe; ) OpEINDIED } B[ SNBIG ep oRIpEd 011 pedasagy pedasag BIPOw eIpspy

"SEWRISOIRILOID sou sojsoduoo sop sooid

SOp SEQIL O SOIO[EA 9P SEIPIW 21q0s opeoijde 10§ 1 9350} () "0anInd ap seip ¢ sode sgHJ op ogdepeidapoiq 1| dq] wedeyu e vied § 93501

d - OXHUNV

$6



SOP SBOJIE Op SOI0[EA 9P SRIPRW 21qos opeotjde 10] § 9189) () "oAn[no op seip g sode sgDd op oedepeidopoiq ¢ Jf weSeyui| & vied § 9159

96

OGvUvHD30 OYN Z8l'e 80 £ 0eLZLL SLEgLLE BLELY L5v8RZL G199vEL 96'¢e 0L1
OUGVAYHOEG OYN L't 910 € LG61LE ¥LO6L 080G yeregit [ReIs FARE iv'ee 681
OQVaVHOEd OYN zal'e 6G'0 £ 68111 #2518 ¥8vic G084821 cBoLEEL ehe 084
OQvavHOHE0 OYN zaL'e g1'0 € GB00R 5698 LSevE 8811661 ayeLiol 50°02 951
ONMEINI OYHOYd 8L'e 00’0 £ 61669 L2661 yiED £r6e6681 BLELYEL 9'81 821
OUYavHOIC OYN cei'e £F'0- £ 9890T 28122 z9.48 660001 §'0.6166 69'L1 g9zl
OCGYavHO3C QYN 8Lt g0 € Zip8e 96E1LY 2896 1ZZ8v6 S'6LVLYE ot'Ll 8EL
OQvYavHO30 OYN Z8L'e 860 £ Q0ZLE 8066¢ 882¢4 L'6016¥9  §'0EG699 69'0L 6.1
QavavyO3a OYN ZeL'e zZZ'0 £ 7199 9860. 96441 688306 §'GRGETe £z’ £G1
OOVOYHDAC OYMN FATTA §0'0- ) Sr1as 296% L8y £'P0L508 229206 Gi'ol S04
OGvYavyo3d OYN ZeL'e Vo € £826¢E 99508 0ge8ec Ly¥Zs6 66v9Y6 2461 git
OUvAYHO I OYN L't 100 £ £zh8e GEvree 6452 gLyest GLy0LY 96t Ll
Oavavyo3d OYN AT 040 £ oLy 90E1T TAR Gl pO6Y 082616 A 66
0avavyo3a OYN ZRL'E £9° £ 6619¥ £6112 987e5 SI¥O6Y 08¥5Z% 'z LOE
OQvayuo3a QYN 8Lt or'o £ §5£66¢ 9461 9801 189664 6291¥5 ' vi
Qavovyo3a OvyN Z8L'E 65'0- £ Faticies 2vs9l (44473 680G6EC 981922 8'8 [AY
COvavHO3Ad OYN e G- € 66G82C EPve 6699 $9.00¢ 81.192¢ 8's 74

{60'0=d) opepiagq ebuasai] Juawiiedxy SOHUOD wiliadxg RN JL H40d

opeynsay opeaqge; } opeInoEes } ap sneigy Ep OBIpEd 0T pedasagy pedasag] BIPSN eipaw

sewzIgojewon sou sojsodwoo sop sooid

D~ OXINYV



10}2912p op eisodsat eu SapepIfIqERISUE @ S90SUNINYT € OPIAGP SOpeINduIos WEIO] Opu GL] 2 £/, SEDd S0x

£Y'0S Oavavyo3g 0ty 1ig'ze Z FAZTAY FA 27 AN atie G'E2916¢ £e008. 96'2Z 041

Oavaveoaq OYN £0E'Y 68't é c¥yen 8208 E60Z6 PEOBE SV LIV iree 681

SS'y oavavyoag EOE'Y 6e'g Z 64096 86216 2e66Z G'OZLE6Y g2e09z1 BT 084

OQvovyDad QYN £0C"y LL'E 2 batiiied bLLEE aeLeoe cLTLivl 0088202 s0'02 9Gi

ONY3ILNE OYHaYd COE'Y go'e 4 261881 G60891 voERR 01£68.2 004GL0E a'gl get

OV vyo3a OYN g0ty Bt Z 2168 Po¥GL ¢8ELL LYOEG S'00L6EE 6921 9zl

16' Ly GQvavyoaa £0E'y SL'g Z 08¢ 519147 [ZAN 865152 §'GL./89F 9e'Ll j2ins

£5v08 68'04 «BLL

al'ar Oavavyoaa £0L'Y i6'0L Z gTyey 89151 E0G6E G'GYB6ZE G UBLSH6 AT £G1

OOvavyD3ad QYN £0E'y 59'Z Z a6GlL LSEBE ZG6GL L G'GGELRE  §'ES5Z69 gi'al GoL

OavaveoaQd OyN €0E'y L'z Z L80ZstL 29211 PO9LGH PPEGOE S'BELLLD 2161 8Lt

96'cl wld

OavQavyo3aq OyYN £0E'Y vl Z gléeri Gil9 yRLICKL 080EVZ N ¥d3) 4 ¢l 66

OCVYOVYHDEG OYN £0E'y LG'L Z 60989} FAR YA 6E6101 S'1L5P90T ciiasy 9'zL 104

CGAvavHS3Id OYN €0E'y G 4 129061 v681v 9ie5al IrANRS £6188LL rAIR} i

00vUvHO3q0 OYN £0E'Y oL'e Z €86Z11 YO009 28146 G'ZLLYee 069166 6's A

OOYOvHO A OYN £0E'y Z9'k Z azevilL 1864241 LLa8e 2469804 65066 g' 8z

opepelbap o, {50'0=d} ET e eSiemlg pellLedxy aponuon wadyg BIORUOT il 89d
OpEjISeY opejinsay opejagel}  OPENSED ) ap SNeID Bp CBIpR 03 pedasagg pedaso() RIPOW BIPSIAY

SBWRIFOIRIU0IO S0U so3sodwion sop soord

SOp SEa1y op SOIOJRA 3P SEIPOUI 91qOs operot|de 10] 3 9152} (3 "0ARINO ap seIp | sode sg)d op ogdeperSepolq :91J] wadeyu] & exed § 01so ]

H -~ OXHUNV

LG



SO SBAIE ap S210[eA Op SEIpa 21qos opeoljde 10) 1 91501 O "oAnNO op seip 81 sode sgHd op ordeprifopolq :pzd] wedeyu e vied y 9)sa],

86

OQvavHOId OYN 9112 0z'0 ¥ 87169 gotYe vI516 9GEvoEL ZOvRiEL 96°22 0l
0avavydo3a OyN 94T o8't ¥ yBSEL Levey £LPED Z829ET4 400/9€L iy'ee 681
00vavdodd OYN 02.'C 8e'0- ¥ 28088 25Y 444 0sE9lE ¥BSTLEE ori8vel A ¥ 081
OQvQvyodd OYN 9.2'2 A v 8196 A 4 4] 169614 028191 0249641 §0'02 9614
ONHZLLNI OV d 9LL'Z ZL't 4 61429 eryey 289995 0BGZL6L £841161 9'8l gZi
0avavao3aa OyN 944'C 10'0 ¥ Loy G8LL¥ Z106E 008501 8G29E0} 6921 9zt
OQvOvdoaa OYN Q92'z oz'or 4 L¥igy 9g0s8e 9.¥95 £'Pi88656  £'6¥6OVE ae'Ll 8tl
0avaveoEa OyN 9.L'T ye'o- 4 gruce 05008 GTvse YOPELGD £'68EC59 68'04 (<742
OQvQvHO34a OYN 9.L'C £6°0 ¥ 4004 198Z1 FANFAY £'118216 CE1866 £2'04 €51
OQvQavyo3q OyYN 9.4 280 ¥ byRES PO0L8 2188l GG08Ye 600v68 Gi'04 G0L
0Qvavyeoda GyN 9L4'2 60'0 4 868Gy bEAOS POSLE 066186 LO0T66 PN 841
OQvvyoad OYN A 8z'0- 14 GLiLZ Gli62 £2G.L 6ig¥is £69806 96'el Ll
0avavyD3a OYN 942’ 810 ¥ 1A T4 ¥0651 46661 998EES 15v0E5 8'zi 66
COvavdD3aa OYN 9122 BE'0- 14 91081 1088l FEOTL 2129985 £LP0ES 921 101
Oqvavy9o3adg OyN 9LL'T 60'0 ¥ 26912 8G8¥E oL02 92.08% 988285 AR 17
OGvavd93a OYN 912°7 yZ°0- ¥ 96LEL 89€91 G968 £'CEesT 1L098Z 8'g Zs
OaYavd93d OYN 9L S0'0 ¥ L6802 90¢eT 86441 60306E ¢6i18g 8 82

{G0°0=d} apepIagl] edualejiq juetupedxs T g wiadxsy |IoUCD) A3 10

opejnsey opeege } QPBINDE? § ap snein ep oBIpEd oM pedasag pedasa(y Bipan BIPSIN

‘sewyeIdorewioss sou sojsodos sop sooid

1- OXHANYV



SOp $EQI% 9P SOIO[EA 9P SBIPALU 21q0s 0prot|de 10) 1 2159} () "0ANNO 3p seIp g1 sode sgDd op ogdeperdoporq 12 zq] wedeyuy ¢ ered § 0350

66

OavavHO3G OYN 941 64'0 ¥ Siy091 00L¥GE 26991 PLEGZEL 189261 9622 0l
OOvOvYHOE0 OYN 9ll'z ot'e ¥ 8GELE 9ZiEe9 261801 QZEYaTLE viBLLIE) L¥'Te 69E
O0vYavy53a YN 94L'c 8L'0 ¥ GEG6YL orPaGL 8822y yhpaazl SSOEOYE £z 08t
QavavdO3a OYN 924'z 8e'0 ¥ 1)2¢74 3 862621 794E91 2069291 aZreast go'oe 964
ONYTLINI OYHUY 9442 28'0 L4 LiBOVL 260261 E¥BLZL GG.9e64 1A ZAIATA g'gl 9z4
OGVaYHOE0 OYN 91L'¢ £F'o 4 89965 28516 21899 CSPEE0L y66P501 69'L1 o9zt
Oavavyosad OYN 8.2 FrA 4 rioig Sre5. 9118 L'PLLESH B00L16 9e'L 8EL
Oavavyo3aa OyN 94L'e A" ¥ 19EvS £8619 CELED £'8008E8  £'22604L 68'0t 8.1
OavavH93d QYN 0lr'z 59'0 ¥ BYGY6 FZ6EQL ANY 4] £'40r026  1'680206 £z'ol €51
Qavavyo3Ia OyN 9.4'T ¥2'0- ¥ 198Y6 FRVA 4 £6ESZL £'y0856  £'2ivi08 S GOl
OAvavHDAA OYN 942'z 2e'0- ¥ 19022 1994¥ 48006 LIBLR6 £'8r9RGe A'GL 19
COVavYYO3d OYN 281'e 85’0 € YBO6Z aLeye ¥riSZ 965661 8268LG 96'ct LL
Oavavyoaa OyN z8l'e 1A £ 88604 205y oveLy 2'zi962g L191EG 8'zL 66
OOvavHO3a OYN zZ8L'e Ze'0 £ 10L8F P9GLY ¥996€ £'00ge28 6988EG 9'zi 0L
O0Y(vd9oad OYN zZ8L'e 70 g $50.€ 218 L0.8Y #0084 18v165 T 173
OavavHo3d OYN z8l't $8°0 £ PGLFE 16LEZ LOv61L L'8eTive £69192 6'g 25
COVYavyo3d OYN zaL'e yE'L € LiGLE B8YELE 82012 18GYEE ZeLvRe g's 8e

{50 0=d} apepradr eduaiaji( Juewiadxg sjoquoD wiiadxy T 1] I H4Dd

opejinsoy opejaqe; } opefojesy  ep snelg Bp OBIPEJ OUZ pedasag] pedasaq) eipay BIPeiN

"SEURIZOIRWON sou sojsodurios sop sootd

£~ OXANV



1010910p Op ©350dS0I BU SOPEPIIRISTT & sagdeniny] ® opiasp opeIndios 105 0BY £/ H0d Ox

Qavavyo3da OyYN 9.1'2 ¥6°0- 4 689592 6204 0yesaz 8¥i6ZL £'96E6.r ¥Z'ET 041
OOVOVHD30 OYN 01428 QLIZE 962¢6 ¥6ES. ®L'TZ 691
Oavavdo=ad OyN oLt 6¥°0- ¥ 8061 LT 962y 54E9GE 0849621 6YOvELL  L9'}2 081
Odvavyo3a O¥YN 9,12 180" ¥ £56862 9i681e 260102 Lriligh pyeveErL  I€'0Z 961
ONYIALNE OVHOYd Z8l'e FANY £ SE00ES 068862 G59609 LISEPEE z60.0vE  l8'B) 8Zk
0avavdo3d OyN Zel'e £E'0 £ 660€L1 B6.LETE ovoice §'6LL62L $19291  96'LL ozl
OavavHO3d OYN zel'e 9¥'0- £ rAdira st ov8LL 166i¥1 S'GOEVIE  L'TYLBOE BG'LE gt
OavYavdD3d OYN £OE'Y PN I 8¥0.LG B6Y0LG 8% £20ECE ZLOELL L' 6LE
OavavHS3a OYN £0E'Y 18- z £L1692 GO9¥G QLPBGe PGIPLEL  G'G0686. PE'OL €51
Oavavydo3aa OyN £0E'Y GL'o 4 Zyvisi Givoy 0566¥1 G'28865Y £ESYIY  BE'OL GOt
OavavdH3d OYN z8l'e 5¥'4- € £19GE1 LBLER GOLeeL (LA A% ] £'vGe0er 8E'GL 8il
61'vl wld

Oavavyo3aa OYN £0E'y g0'e- Z 26648 1214 00gg £G1IE0 986616 10'tl 66
Oavavyoad O¥YN £oe'y 85'c- 4 SEQZZ Z0ZiT £009 840818 ayavey  1a'cl 2]
Oavavdo3a OYN £0g'y e 4 rLLEG L118E qGeve 824091 GGOLIEL TTY'LE ¥i
OaQvavHo3d OYN E0E'Y £9'e- Z B6SBY6 1622 ZEGYE EEBELLL 1£2828 L1'6 44
OQvavyo3ad O¥YN £0E'Y % 2% < 86EEQL 0t95se $O¥65E Y6ECLGL igvL¥L 108 8¢
{c0'0=c) apepiaqrt edualafi(] juswadxy 00D WIS aXT ELY ) m 9404

opelNSoY opejaqe; § OpPEIND|ED }  8p SNBID Ep CBIpEd ol pedaseq pedasaqg BIPSIN BP9

‘sereiSojeoIo sou sojsodwrod sop soord sop

SeOIE Op SOIO[RA 9P SRIPQUI 2108 opeoijde 10] } 9159 () "0ANND 9P seIp ] sode sgDd op ogdepesdopoiq :gHNJ] wedequ] e eied 3 0159 ],

3~ OXHANV

001



1015339p op jsodsar eu sopepyIqeIsuy 8 sagbenngy e opraap opeindiod 103 OBl £/4)d Ox

OavVAYHODEIA OYN o't [era £ 69G4€1 Ly9iyL 12106 L0268 g'eveozy 96'22 0L
Oavavdoad OwN £0e'y £5°0 Z BGEGRT 65804 0Z¥9.2 £'9501 2 5'898¢zZE Ly'ee 691
OavGvHOIa OYN Z8le 510 £ 6501y ¥0Z951 XA RN 2E08801 FLIVELL ig'e 084
O0vavyn3aa OyN £0E'F 790 Z ZeLese OLLLYL yoeaze TGLLGSEL 2960441 5002 g1
ONYZLNI OYHOYd zaL'e zZ'0- £ £Gi1e 6ZELOE L2082 GYEEGZE Z6YELLE o'gl 1A
OGvVAYHOHEA OYN XN 'l 4 412284 99296 gzLest 69GELE 2181208 69'LL 9zl
OOVAYHO30 OVYN zel'e 88'C £ 850651 158¢e8 0¥6094 £'50Zeas 1 FANAL 9g'LE gel
Ovavdo3a OYN ZHL'e 20t £ LE201 L9818 Zpeeol LYBLVEZ  £'841pEE 68'0L all
Oavavyo3aa OYN 28L°¢ £0'Z € GEGYOt LGZBEY 054621 2198061 £81892L £Z2'91 €51
Oavavyoaa QYN EOEY ge's Z 06428 06425 FANR 41 8E18¥0L G1'gL GOl
Qadvavdo3d OyN Zei'e 9% £ G49GZ1 BL6¥L QLEEZE yeGOEL L'ZP50P6 FAN1 gii
£eeee £ZeZe YELOYL 96'cl L2

COVavHO3AA OYN zal'e 09'l € ordseiys ¥LGEB £76e51 L'0yyer9 68ce68 A 66
QGYOVHOIA OYN zaL'e G6'L £ 94£8%1 76Lid ¥LO6%1 682614 649618 9Tt 1ok
OOvYavHO 30 OYN e8l'e 8g £ 802112 £26661 oee8ye GZEEOYL Z9vEER1 ' L
OVAYHO ARG OYN 28L't 'L £ ObGL0L L1801 49949 cEQrOLL Seovel 6'g 4]
O0vavyo3a OYN £0EY 1£'0 4 692621 ceLgn 958601 66L0881 OLETLBL 8'2 8z
{go'0=d) apeplaqiy edusiong juaLadng 8{o4juoD wiuadxy T i ]e) il H]0d

opejnsay OpEOUE}]  Opendjea}  ep sheln Bp opiped ol3 pedasagy pedase() epapn eIpen

"seRISolRIIoIo sou sojsoduwios sop sooud sop

SBAIP 9P SAI0[EA AP SEIPIUI 21qOs opedljde 10f 1 21891 () "oAnND 3p sewp §] sode sgDd op ogdepridapolq :ZNOY woSeyu ¢ vied | 9507,

T OXANV

101



oavavyo3aa OvN coe'y G0'0 Z Z6¥0Y 6910S 810.) 102865 190009 2'0e g'c
oaQvavysad OvyN cOe'y 8.'0 z 1285 062¥L LIviE GG96Z6 299516 9'vZ ¥'e
oavavyo3a OYN £0E'p 6.'0 z V1887 16295 y0Sie 198966 £86566 Z'el 6'e'Z
oavavyo3qg ovN EOL'V 8¢'0 rA LE16Z z.0ze 8€Z81 L10EBL 9e0¥6. Fyl 4
oavavyo3a OyN 0L’y €'z Z £EEED 196211 oLy PGYO0SL  800SG.L1 L'9  9'6'v'e'e
oavavyoIaa OYN £0E'y 29'0 Z P1€0% 18916 LGPSE £Z6osh ) Lib08YL g'e  9'g'ee
OavavHOAd OYN gL'e 86'z i Z91521 9Z.0L1 GGERS 956G z9lz8l 2'2 9'e'z

Amodn&v apepsagn moam‘mm&ﬁ_ ucwﬁtmaxm SONU0D Etaaxm [OHJUOD 1} 1250}

opejnsay OpE|agel]  openNDieD}  ap SNBID  Bp OBIpE4 OM7  pedasaq pedase(] eipow 2P

"SelRIZ0JeLL0L) sou s0)soduiod sop sooid sop

SBOIE Op SAIO[BA OP SBIPPW 21qos opedtjde 10 } 91801 () "0ATHNO op se1p 81 sode sgOHy op ogdepeidopolq (9147 waleyur] v ered 1 9159,

OQvavdOdd OYN £0E'y v8'0 ¢ gy169 59989 46C8 66E81LS 11915 Z'0e g'¢
Qavavyo3a OyN £0e'y 86°0 4 66551 668¢€51 8.¥5¢ 6£809L FAARNI] 9've v'e
0avavyoad OyN £0E'Y zz' Z 69926 66906 Y0061 961148 G.9¥96 z'el §'e'e
Cavaveoad OyN £0E'y gL A Y529y L586% P09 192611 £66184 (A3 v'e
Cavavyo3ad OyN £0E'y o0’ [ GB8co6 6.526 81892 PEY9ELt LEGLEDE l's  g'sYv'ee
oavavHo3ad O¥N £0E'y Ge'Z c L20LS 6205 £868 SEYEYEL 0eyeovL g§'e 9'6'ee
oavavyoad OyN £0e'y Zi'o- 4 0lL8es6 29688 19162 0LiELS ¢lie0s L'C 9'e'e

{50°0=d) apeplag edussali(] Juswadxg  8oalon wiadxy Sj0NU0D I a0y

opeynsay opeleqel}  OpEINOED}  ep snein  EBP ORIPE4 Ol pedasa( pedasaq elpoN eIpon

‘seweIdojewIord sou sojsoduos sop sooid sop

SBQIR 0P SRIO[EA OP SeIPeW 21qos opeoi[de 10] } 9350} O "0ATNND 9p seIp §] sode sgOV op opdepeifapolq (¢ 147 weSeyur e vied 1 9)s0],

A~ OXINY

01



Cavavdodd OyN 8l'e $8'0 £ SE9vY 1874} 0LG.1 LOE0PS SvLLiG Z0E g

Oavaveo3d OYN 8Lt $9°L € £¥e.0l peaiel 28261 G'60L0G.  ©£16.26 9'FZ y'e

OUvavdoOaad OYN 8L'C 8¥'e £ 6955Y £696¢ 9108¢ §'0G8G98 60066 T'€l &'te

Oavavyo3a OYN 8i'c gL'l £ FARYAN eieee GL10g 618282 Z€2044 1YL v'e
8e'0C Oavavyozaa 8l'e Z6'e £ 8iyes 029101 00665 L29G8TL  l28viel L'8 o's'v'e'e
£0'9 oavavyoda gL't Ga'y £ 48681} 8586 9161 80E9LEL  LPOPOPL G'C  0's'e'Z

OaAvavuO3a OYN glL'e gLg- £ F0eCs 1¥502 98.¥% 6¥89G8 Si196L 1'2 9'e'Z

opepelbsp o (co'0=d) Ban edugielig  uawpedxd  9jonuey whadxsy sonuod Jp gov
opE}NSaY OpeyNsSsy opelege} ] opendied ) U9 Bp ogiped oug pedaseq  pedassq BIPSIA BIpo

'seweigojewoi sou soysodwoo sop sooud sop

SeaIg Op SAIOJEA P SEIPYW d1q0s 0perolde 10§ 1 9159} O "OAN[NO op SEIp 8] sode sg)y op ogdepeidoporq 12741 wodeyur ¢ vied § 9189 1

OdvavdoaaQ O¥YN  8L°¢ 260 £ orlet L00iy 0288l P620LS 220288 202 S'e
Sl'sy oavavysag £0E'y 126 4 68.vY 885¥E  GGPBT  G'LLIISY  6L6168 9'FZ P
OOvOovHOIA OYN  8i'¢ 0% € 1443 avers 09181 /99'8pE0E8 128116 €L  G'€'C
OOvavyoaq O¥YN  8l'e £0°'} g LEV LY 8L9vY 0//6 €£€'166/0. 22€0S. L'IL v'e
v6'ee oavavyo3a 8L'¢ 65t g 884901 voleil 1069  SPI8LZL L2209 L'0 9'¢'v'eT
Oavavdoau OYN  8l'e 09'0 € PiELY 609L8 L899 PCI0LEL 1O9266EL St 9'6'ee
ool oavavynIa gl'e e £ BEYIl 0 ovoee 0 0L1z28¢ 1 g'c'e
opepeibap ¢ (g0 0=d) B edusseylg  Juswiedxd sjonu0)  wuedXd  ejonjucy il g0y
opeynsey opejnsey opejeqge;} openoed) U9 epogiped oug pedaseq pedaseq  eipap BIPSIN

"sewreIdoewoln sou sojsoditos sop soard sop

SEQIY 9P SQIO[EA Op SEIPI 1q0s opeoljde 10§ 19183) O "0AINNO dp seIp | sode sgIY op ogdepeiSapolq :pzd] woSeyurl € exed 3 o)s0]

e01

N~ OXIANV



OOQvavHd9OIAOYN  E0E'V 62'0- Z Lv098 LELYE 0868, 802556  1990€S  2'0E G'e

oavavdoaqa OyN  €0g'¥ 81'0 4 1G9€12 216891  LGELEL  GE.608 00848  9'v2 $'e

Oavavyd9aa OYyN  €0E'¥ 6€°0- Z 6v6EZ1 £828¢  888LLF 859826 ¥L9088 '€l §'E'C

OavavyoIaqA OYN  €0E'Y 0e'0- r G¥iG8 15642 86118 €9069L LPYEVL L)L ¥’z

OOvavHOIA O¥YN  £0g'v 120" Z 05€861 G8LS8  9ZiBLL VOI06FE OPZOEFL  1'9  9'6'p'e'C

Oavavy9aa OyN  £0E'¥ 6¥'0" z 1196€1 06082  £289€l 8120E¥l POZZ9EL St 9'G'eZ

LL'8E oavavyoag £0E'Y el'g r 8519 99991 95619 1/0€29 ¥i68101L LT 9'e'Z
opepeibap 9, (50'0=d) apepiaqgi] e2dusleliq e JuswiiadXT 8|0NU0D WEBdXT  |j0U0D al g7V
ope)NSoy opelnsaN opejage]) opeiNdEd ] ap shelt) ogiped 04 pedaseq pedase(  eipew 2PN

‘seteIfojetuoId sou sojsoduiod sop sooid sop

§eaIP Op SOIO[BA OP SBIPOW 01Q0S opeollde 10] } 91501 O '0AT)NO op seip §] sode sgDV op oedeperidopolq :gNDY wedeyur] v ered § 9159,

Oavavyo3ad OYN £0e'y 81 g 9080P L91€2 965¢£¢ 80t+0¢€s 266¥6S  2'0¢ ¢'e
oavavdo3d OYN 0L’y Go'L Z L0LS1E 98850¢ GZEVO  G'SSYBEL  OViVIE  9'¥C ¥'e
oavavyosa OYN £0e'y 67l ¢ 8¢81Ls 61891 ¢0061 €lalie 250686 T'El g'e'e
OavavHo3d OYN £0E'y 191 Z 6.98¢€ 16661 FAZ%AN 68€9¥ . Ge/808 L'} v'e
Ogvavyo3d OYN £0E'y y1'Z Z £6998 LP6E 89144 ZPL0ivL 6099691  L'9  9'6've'e
Oavavuoad OYN £0E'Y 6e'l Z 01665 6112 LBEES  S'8YILIvEL  PPPOOSE §'€ 9'6'¢e
0avavyoaq OyN €0’y 0g'o- 4 G965¢ Lv852 9.v2 022805  6¥E00S  L'Z 9't'e

{c0'0=d) apepJaqi BaUaIBjig justugadxg  sjohuo) wiedxg  sjoiuod i a0V

opeynsay opejage}} opendled}  ap snelsy ep oelped 01y pedaseq  pedasaq BIPOW BIpOIN

"seweIgorewosn sou sosodiod sop sooid sop

SEQJT 9P SAIO[BA 9P SBIPW 21q0s opeatjde 10§ 1 91891 O "0ATHND 2p seip g1 sode sgHV op ogdepeidoporq :gyNJT WwaSeyuyj e ered } 9150

P01

O~ OXINV



N anN (N CON + aN ON (N ON euxeq
ON an ON N - an ON N ON 8s01gezaely
ON anN an (N + - - - - asojae|En
+ - N + ES - - - - opue
(N anN aN - “ - - - - gsouEY
anN O N (ON - - - - - asouep
+ - aN - - - - - - asougely
N - N an + - - - - SSOIBOBG
- - GN - - - - + - 850|IX
N - OGN GN GN (N aN - (N anN 95014
ep aued e opog)
ep egoiee ogdnpoid
(151 9s03)
+ + . - + + + + + 950016 ep Hued e opog
ap egoieeue 0gSNPoIH
B ) - $/0O OBl Wwa
+ + M + * + 85001 Bp OBSESULG
- - . + . - - . + /0 oo
W3 0s0lS Bp oedepoy
. . 0IpoS 8p OJEj0SHBo1 ]
ogt QapBLY an an oy o} OloBUY ooy ciay CIOIN oI W OJUBWISaID
+ + + + + + + + 3 asejee)
+ + + + - + * + + BSEPINQ
& + - + + - - - - Spepion
- + - + + + + + + HOM Op =88y
sope|niodsa . . . . . . . . se0|doas0I0IN
souy 11 '18eq P 15Rq PN 188q soul piy iseq PW 1s€Bq ¥O Ol jsEg 10 18Eq PN 15Eq §35 O jseq seonsyelorIeD
ENOYH Ve gldd Lddl BYNdl LEdi vZdi Oldi £ldl SEJSHeIDER)/SISe ]

SOV @ sgDd 9p ogdepridoporq op sa3s9) eied sepruoidafes susfeyul sep ogdeoynuapt eu sopedordun sootwinbolq $9)sa ],

$01

d — OXHANV




"OPRUIUIANOP OBU=(IN ‘OATIBINOE] OIGOIOBUE:=:08) OIPBUY (0S0IqOIIE=-0I2Y ‘9S0IqOICOINMI=0IDIJY ‘OIPAU=PIA] ‘0JM0=3)) {OJNUL=0JR ‘$OOU0ISLA=1SEq YNHDTT

ds snoeg

SolaBeorEophasy
SEUOLIOPNSSf

IS BJIRAOIIY|

s 190BqOUILLY

SUBIOAGBIO]
“BRUOLLOPNaS Y

042438 op og)saBng

[optl 8p 0B3NPGI

SUOLLIEIG
ap ojen|D) op ajsa).

N

N

N

eunbie/eupiuIc/eUSH Y
Bp 0RSEIX0GIEDSB(]

(euojeoe ap oednpoud)
IBNEYE0If-sanfop

EfISN 2P CLESHLIBA;

ojenN op ogdnpay

+

BUINOST BP SSHOIPIH

s

850N Bp 9}59

BUEIBE) BP BSIIQIDIH

OpHuY Op BSHRIPIH

(151 oi50)) sosel
SOAND 8p odnpoid

{isl
8)s8}) g7 ep opdnpoid

{Is4 e1sey)

OUOGIED 8P Sjul) OWoD
euojdad ap ejqoise
ferouassjaud ogdezinn

=N
@9159]) 950}0BYOSOIBDES

opdejuswiiog

ZNDY

Yidu

Gid

b cddt

gpNdl

L2dl

yedl

Sldl

ehdi

SEASUOIDEIR.Y/SOIS8 |

901

‘(opdenunuod) soosnumbolq $9se ],



